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Les processus de différenciation et la résistance des kystes aux traitements de désinfection 
chez l'amibe libre Vermamoeba vermiformis 
 V. vermiformis est une amibe libre répandue dans l'environnement et les milieux 
artificiels comme les réseaux d'eau chaude sanitaire (RECS). Il est maintenant bien établi 
qu'elle joue un rôle de réservoir pour des bactéries pathogènes, comme L. pneumophila. Le 
contrôle de V. vermiformis dans les RECS représente donc un enjeu sanitaire important. Les 
aŵiďes liďƌes peuǀeŶt passeƌ d’uŶe foƌŵe ŵĠtaďoliƋueŵeŶt aĐtiǀe ;tƌophozoïteͿ à uŶe 
forme de résistance, le kyste, lorsque les conditions sont défavorables ce qui leur confère 
une résistance aux traitements. Malgré la haute prévalence de V. vermiformis dans les RECS, 
les processus de différenciation et la résistance de ses kystes aux traitements n'ont été que 
peu étudiés. Nous avons donc investigué les changements morphologiques et 
ultrastructuraux qui s'opèrent lors de l'enkystement et désenkystement de V. vermiformis. Il 
en ressort que l'enkystement est un phénomène rapide (9 h) qui conduit à la formation de 
kystes entourés d'une paroi double couche. Lors du désenkystement, les trophozoïtes 
n'émergent pas à travers un ostiole comme c'est le cas chez Acanthamoeba. Puis, nous 
avons étudié l'effet des conditions environnementales et de la concentration cellulaire sur 
l'enkystement. Nous avons observé que plus la concentration cellulaire est élevée plus 
l'enkystement est rapide, ce qui suggère l'existence de mécanismes de communication 
intercellulaire. Enfin, nous avons étudié la résistance des kystes aux traitements utilisés dans 
les RECS et aux protéases. Ces traitements étaient efficaces, in vitro, pour inactiver les kystes 
de V. vermiformis. Ces travaux ont permis d'apporter des connaissances de bases sur les 
processus de différenciation et la résistance des kystes de V. vermiformis, une amibe libre 
peu étudiée. 
Mots clés : Vermamoeba vermiformis, amibe libre, enkystement, désenkystement, 
microscopie électronique, communication intercellulaire, traitement de désinfection, réseau 
d'eau chaude sanitaire. 
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The processes of differentiation and resistance of cysts to disinfection treatments in the 
free-living amoeba Vermamoeba vermiformis 
 Vermamoeba vermiformis is a free-living amoeba (FLA) widespread in the 
environment and artificial environments such as hot water networks. It is now well 
established that it acts as a reservoir for many pathogenic bacteria, such as Legionella 
pneumophila. The control of V. vermiformis in artificial environments represents an 
important health issue. FLA can turn from a metabolic active form (trophozoite) to a 
resistance form, called cyst, when conditions are unfavorable. Cysts are more resistant to 
treatments. Despite the high prevalence of V. vermiformis in hot water networks, the 
processes of differentiation and the resistance of cysts to disinfection treatments have been 
poorly studied. Therefore we investigated morphological and ultrastructural changes 
occurring during encystment and excystment of V. vermiformis. It appears that encystment 
is a fast process (9 h) which leads to the formation of cysts surrounded by a double-layered 
wall. During excystment, trophozoites do not emerge through an ostiole as is the case with 
Acanthamoeba. Then, we studied the effect of environmental conditions and cell 
concentration on encystment. We observed that the higher cell concentration was, the 
faster the encystment was, which suggests the existence of intercellular communication. 
Finally, we studied the resistance of cysts to conventional disinfection treatments used in 
hot water networks and to innovative treatment with proteases. These treatments were 
effective, in vitro, to inactivate V. vermiformis cysts. This work provides new finding 
regarding differentiation processes and cysts resistance of V. vermiformis, a free-living 
amoeba poorly studied. 
Keywords: Vermamoeba vermiformis, free-living amoeba, encystment, excystment, electron 
microscopy, intercellular communication, disinfection treatment, hot water network. 
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CHAPITRE I : Synthèse bilbiographique 
1. Amibes libres : généralités 
 Les amibes sont des eucaryotes unicellulaires hétérotrophes qui appartiennent à 
l'ancien embranchement taxonomique des protozoaires. Elles se répartissent de façon 
uďiƋuitaiƌe daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Il existe deux grands types d'amibes : les amibes nues et 
les amibes testacées ou thécamibiens qui sont entourées d'une coquille siliceuse appelée 
test ou thèque. Chez les amibes, en fonction de leur mode de vie, deux groupes se 
distinguent : les amibes parasites et les amibes libres. 
 Les amibes parasites soŶt eŶ peƌŵaŶeŶĐe à la ƌeĐheƌĐhe d’uŶ hôte. Elles survivent 
daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ŵais soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt iŶĐapaďles de s’y développer. Elles sont le 
plus fréquemment retrouvées dans le tube digestif de certains aŶiŵauǆ et de l’Homme. Chez 
l’Homme, il eǆiste huit espğĐes d’aŵiďes paƌasitaires ; il s’agit d’Entamoeba histolytica 
(Schaudinn, 1903), Entamoeba dispar (Brumpt, 1925), Entamoeba hartmanni (von Prowazek, 
1912), Entamoeba coli (Grassi, 1879), Entamoeba gingivalis (Gros, 1849), Endolimax nana 
(WenyoŶ et O’CoŶŶoƌ, ϭϵϭϳ), Iodamoeba buetschlii (von Prowazek, 1912) et Dientamoeba 
fragilis (Jepps et Dobell, 1918). Parmi ces huit espèces, seule Entamoeba histolytica est 
pathogène pour l'Homme. Elle est ƌespoŶsaďle d’une maladie infectieuse du côlon appelée 
dysenterie amibienne, amibiase, amoebose ou bien encore colite amibienne. Sa prévalence 
est élevée dans les zones tropicales et subtropicales, liée aux mauvaises conditions 
d’hǇgiğŶe. Cinquante millions de cas cliniques et près de 100 000 décès par an sont recensés 
(Site Institut Pasteur : www.pasteur.fr/). 
 Les amibes libres, contrairement aux amibes parasites, sont capables de se 
dĠǀeloppeƌ de façoŶ autoŶoŵe daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Elles se retrouvent dans des milieux 
aƋueuǆ et ƌiĐhes eŶ ŵatiğƌe oƌgaŶiƋue ;laĐs, ƌiǀiğƌes, sols huŵides, Đoŵpost…Ϳ. Elles soŶt 
classées dans différents genres, les plus fréquemment rencontrés étant Hartmannella, 
Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia et Vahlkampfia. Certaines amibes libres sont 
Đapaďles d’aŵphizoïdie Đ'est-à-diƌe d’aǀoiƌ, eŶ plus de leuƌ ĐǇĐle eǆteƌŶe, uŶ ĐǇĐle 
parasitaire. Elles causent différentes pathologies (cérébrales, oculaires, cutanés) rares mais 
souvent graves. 
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Dans cette synthèse bibliographique nous nous intéresserons uniquement aux genres 
d'amibes libres les plus fréquemment décrits dans la littérature, à savoir : Hartmannella, 
Acanthamoeba, Naegleria et Balamuthia. 
 1.1. Historique 
 Le tableau 1 résume de façon chronologique les principaux faits historiques 
concernant les amibes libres. 
Tableau 1 : RĠĐapitulatif de l’histoƌiƋue des aŵiďes liďƌes. 
Découverte 
Type 
d'amibe 
Date de la 
découverte 
Pathogénicité Références 
Découverte des amibes 
 
1753 
 
Baker, 1753 
Première description 
 
1757 
 
Rösel von 
Rosenhoff, 1757 
Création du terme « amibe » 
 
1822 
 
Bory de Saint 
Vincent, 1822 
Première classification des amibes 
 
1841 
 
Dujardin, 1841 
Première description d'une amibe 
libre 
Libre 1899 
 
Schardinger, 
1899 
Création du genre Naegleria Libre 1912 
 
Alexeieff, 1912 
Création du genre Hartmannella Libre 1912 
 
Alexeieff, 1912 
Création du genre Vahlkampfia Libre 1912 
 
Chatton et 
Lalung-Bonnaire, 
1912 
Création du genre Acanthamoeba Libre 1930 
 
Castellanii, 1930 
Découverte des parasites et 
symbiontes des amibes libres 
Libre 1956 
 
Drozanski, 1956 
Découverte de la pathogénicité 
d'une Naegleria et création de 
l'espèce Naegleria fowleri 
Libre 1968 
Méningo-encéphalite 
amibienne primitive (MEAP) 
Butt, 1968 
Découverte de la pathogénicité des 
Acanthamoeba spp. 
 
Libre 
 
1975 Kératite Jones et al., 1975 
1978 
Encéphalite granulomateuse 
amibienne (EAG) 
Willaert et al., 
1978 
Découverte de l'espèce Balamuthia 
mandrillaris 
Libre 1986 EAG 
Visvesvara et al., 
1990 
Première évocation du rôle de 
réservoir des amibes libres vis-à-vis 
de certaines bactéries pathogènes 
Libre 1978 
Rôle de réservoir de 
bactéries pathogènes 
Krishna-Prasad et 
Gupta, 1978 
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 La découverte des amibes remonte au XVIIIe siècle. En 1753, Henry Baker, un 
naturaliste anglais, les a observées pour la première fois au microscope (Baker, 1753). 
Fasciné par leur transformisme, il les baptisa alors Proteus en référence au dieu grec qui 
aǀait la ĐapaĐitĠ de ĐhaŶgeƌ d’appaƌeŶĐe. Les pƌeŵiğƌes desĐƌiptions et illustrations ont été 
faites quelques années plus tard, en 1757, par August Johann Rösel von Rosenhof, un 
naturaliste et illustrateur allemand (Rösel von Rosenhoff, 1757). Le terme « amibe » est 
apparu plus tard. Il a été donné en 1822, par un naturaliste et géographe français, Jean-
Baptiste Bory de Saint-Vincent, en référence au grec amoibê signifiant changement (Bory de 
Saint-Vincent et al., 1822). La première classification des amibes a été faite en 1841 par Felix 
Dujardin. Il créa la faŵille des aŵiďieŶs Ƌu’il Đlassa daŶs l’ordre II des infusoires (Dujardin, 
1841). 
 La pƌeŵiğƌe desĐƌiptioŶ d’uŶe aŵiďe liďƌe a ĠtĠ faite eŶ ϭϴϵϵ paƌ “ĐhaƌdiŶgeƌ. Il 
découvrit des amibes ayant la capacité de se différencier en une forme flagellée, il les 
nomma Amoeba gruberi (Schardinger, 1899). Ce Ŷ’est Ƌu’eŶ ϭ912 que le genre Naegleria, 
regroupant les amibes présentant un stade flagellé, a été suggéré par Alexeieff. Dans le 
même ouvrage, il proposa la création du genre Hartmannella (Alexeieff, 1912a et b). Le 
genre Vahlkampfia a été décrit la même année par Chatton et Lalung-Bonnaire (Chatton et 
Lalung-Bonnaire, 1912). Le genre Acanthamoeba a été décrit en 1930 par Castellani 
(Castellani, 1930a, b, c, d) et en 1931 par Volkonsky (Volkonsky, 1931). 
 Il faudƌa atteŶdƌe plus d’uŶe tƌeŶtaiŶe d’aŶŶĠes pouƌ Ƌue le pouǀoiƌ pathogğŶe des 
amibes libres à l'encontre de l'Homme soit évoqué. C'est en 1965 que Fowler et Carter ont 
retrouvé pour la première fois des amibes dans le cerveau de personnes décédées de 
méningo-eŶĐĠphalite. Ils peŶsaieŶt aloƌs Ƌu’il s’agissait d’aŵiďes du geŶƌe Acanthamoeba 
(Fowler et Carter, 1965). L’aŶŶĠe suiǀaŶte Butt fit la même observation, il décrivit alors la 
maladie et la nomma méningo-encéphalite amibienne primitive (MEAP) (Butt, 1966). Ce 
Ŷ’est Ƌue deuǆ aŶs plus taƌd Ƌu’il isola l’ageŶt ĠtiologiƋue de la MEAP. Il Ŷe s’agissait pas 
d’aŵiďes du geŶƌe Acanthamoeba, ŵais d’uŶe espğĐe appaƌteŶaŶt au geŶƌe Naegleria Ƌu’il 
dénomma alors Naegleria fowleri eŶ l’hoŶŶeuƌ du Dƌ Foǁleƌ ;Butt, ϭϵϲϴͿ. En 1972, un autre 
cas de méningo-encéphalite amibienne a d’aďoƌd ĠtĠ attribué à une amibe du genre 
Hartmannella, mais une étude rétrospective a montré Ƌue l’aŵiďe ƌespoŶsaďle Ġtait 
A. culberstoni (Willaert et al., 1978). Afin de distinguer les infections encéphaliques dues aux 
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Acanthamoeba de celles causées par N. fowleri, le Ŷoŵ d’eŶĐĠphalite gƌaŶuloŵateuse 
amibienne (EGA) a été donné. En 1975, Jones et al. ont découvert que les amibes du genre 
Acanthamoeba peuvent également générer des kératites (Jones et al., 1975). L’espğĐe 
Balamuthia mandrillaris, seule représentante du genre Balamuthia, dont la pathogénicité est 
similaire à celle des Acanthamoeba a été découverte en 1986 par Visvesvara et al.. Elle était 
alors dénommée Leptomyxid ameba (Visvevara et al., 1990). Il fallut attendre 1993 pour que 
Visvesvara et al. ĐƌĠeŶt l’espèce Balamuthia mandrillaris (Visvesvara et al., 1993). 
 La découverte des parasites et des symbiotes des amibes libres remonte à 1956 où 
Drozanski décrivit pour la première fois la présence de bactéries intracellulaires capables de 
lyser les amibes (Drozanski, 1956). En 1975, Proca-Ciobanu et al. ont observé par 
ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue des souĐhes d’Acanthamoeba castellanii et ont découvert dans ces 
amibes la présence de bactéries endosymbiotiques (Proca-Ciobanu et al., 1975). Ce Ŷ’est Ƌue 
trois ans plus tard que fut évoqué pour la première fois le rôle de réservoir des amibes libres 
vis-à-vis de certaines bactéries pathogènes (Krishna-Prasad et Gupta, 1978). Suite à ces 
dĠĐouǀeƌtes de Ŷoŵďƌeuǆ ŵiĐƌoďiologistes se soŶt iŶtĠƌessĠs à l’Ġtude des iŶteƌaĐtions 
entre les amibes libres et les microorganismes. Depuis, de nombreuses bactéries, 
champignons ou virus sont très souvent décrits Đoŵŵe ĠtaŶt Đapaďles de s’assoĐieƌ auǆ 
aŵiďes liďƌes daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Ces ŵiĐƌooƌgaŶisŵes soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt appelĠs 
microorganismes résistants aux amibes libres ou bien microorganismes résistants à la 
phagocytose amibienne (Greub et Raoult, 2004 ; Thomas et al., 2010). 
 1.2. Classification 
Les premières classifications des amibes libres se basaient uniquement sur la 
morphologie des cellules observées en microscopie optique (Schaeffer, 1926). Plus tard, 
d'autres classifications prirent également en compte la division nucléaire pour différencier 
les amibes (Chatton, 1953 ; Singh, 1952), mais ce critère de différenciation ne s'est avéré que 
peu concluant. D'autres classifications plus récentes ont également pris en compte le mode 
de locomotion et le mouvement du cytoplasme pour distinguer les amibes (Jahn et Bovee, 
1965 ; Jahn et al., 1974), mais ce critère était très limitant pour la distinction des espèces. 
Puis, dans les années 80, le développement de la microscopie électronique a permis de 
mettre en évidence des ultrastructures et des particularités dans les cycles de vie des 
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amibes, ce qui a eŶgeŶdƌĠ la desĐƌiptioŶ d’aŵiďes nouvelles ou déjà connues. En 1987, Page 
proposa une nouvelle classification en se basant sur des caractéristiques ultrastructurales, 
biologiques et physiologiques. Depuis, cette classification est régulièrement révisée grâce au 
développement des outils de biologie moléculaire. En 2005, Adl et al. ont publié une 
classification des eucaryotes avec une hiérarchie simplifiée pour chaque rang sans titre 
formel. Ceci a permis de s'affranchir des anciens systèmes hiérarchiques qui étaient très 
contraignants. Cette classification a été révisée en 2012 (Adl et al., 2012), l'emplacement des 
genres Hartmannella, Acanthamoeba, Naegleria et Bablamuthia est présenté dans le 
tableau 2. Il est important de souligner qu'avant 2011 le genre Hartmannella regroupait 
plusieurs espèces, comme : H. cantabrigiensis, H. hyalina, H. lobifera… et Ƌue l'espğĐe la plus 
fréquemment rencontrée dans l'environnement est Hartmannella vermiformis. Cependant 
H. vermiformis n'est pas étroitement liée aux autres espèces du genre Hartmannella, par 
exemple, lors d'un changement de direction elle a la capacité de produire temporairement 
deux ou plusieurs pseudopodes. C'est pourquoi, en 2011, elle a était reclassée dans un 
nouveau genre appelé Vermamoeba dont l'espèce vermiformis est l'unique représentante 
(Smirnov et al., 2011). Dans la suite du manuscrit cette nouvelle classification sera utilisée, 
l'espèce anciennement appelée Hartmannella vermiformis sera donc dénommée 
Vermamoeba vermiformis. 
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Tableau 2 : Classification des principaux genres d'amibes libres (Adl et al., 2012). 
Eu
ka
ry
o
ta
 
A
m
o
rp
h
ea
 
A
m
o
eb
o
zo
a 
•TuďuliŶea 
          ••Euaŵoeďida 
                    Genre : Hartmannella 
                             Espèces : abertawensis, agricola, cantabrigiensis, crumpae, 
hibernica, hyalina, lobifera, vacuolata… 
          ••AƌĐelliŶida 
                    •••EĐhiŶaŵoeďida 
                              Genre : Vermamoeba 
                                        Espèce : vermiformis 
•DisĐosea 
          ••LoŶgaŵoeďia 
                    •••CeŶtƌaŵoeďida 
                              Genre : Acanthamoeba 
                                        Espèces : astronyxis, castellanii, culbertsoni, hatchetti, 
lenticula, palestinensis, polyphaga, rhysodes… 
                              Genre : Balamuthia 
                                        Espèce : mandrillaris 
  
Ex
ca
va
ta
 
•DisĐoďa 
          ••DisĐiĐƌistata 
                    •••Heteƌoloďosea 
                              ••••Tetƌaŵitia 
                                        Genre : Naegleria 
                                                 Espèces : andersoni, australiensis, clarki, fowleri, 
gruberi, indonesiensis, jadini, lovaniensis… 
 1.3. Biologie 
  1.3.1. Morphologie 
 Les amibes appartenant aux genres, Hartmannella, Vermamoeba, Acanthamoeba et 
Balamuthia possèdent deux stades de développement : une forme végétative appelée 
trophozoïte et une forme de résistance dénommée kyste. Les amibes du genre Naegleria 
possèdent un stade transitoire supplémentaire qui est une forme flagellée. 
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   1.3.1.1. Forme trophozoïte 
 La forme végétative ou trophozoïte est la forme biologiquement active. Sous cette 
forme les amibes libres sont capables de se déplacer, de se nourrir et de se diviser. Les 
trophozoïtes ont une taille comprise entre 7 et 45 µm en fonction des genres et des espèces. 
L’oƌgaŶisatioŶ stƌuĐtuƌale du tƌophozoïte est ĐaƌaĐtĠƌistiƋue des Đellules euĐaƌǇotes. Il est 
ĐoŵposĠ d’uŶ ŶoǇau aǀeĐ uŶ laƌge ŶuĐlĠole ĐeŶtƌal, d’uŶ appaƌeil de Golgi, d’uŶ ƌĠtiĐuluŵ 
endoplasmique rugueux et lisse, de mitochondries, de ribosomes, de microtubules et de 
différents types de vacuoles (sécrétoires, contractiles et phagocytaires) (Figure 1). Le 
cytoplasme se compose de deux parties : l’eĐtoplasŵe et l’eŶdoplasŵe. L’eĐtoplasŵe est la 
partie externe du cytoplasme, hyalin, homogène et visqueux Đ’est la paƌtie ŶoŶ fluidiƋue du 
ĐǇtoplasŵe. Il ĐoŶtieŶt esseŶtielleŵeŶt les filaŵeŶts d’aĐtiŶe et joue donc un rôle important 
dans les phénomènes de cyclose (mouvement du cytoplasme) cellulaire. L’eŶdoplasŵe est la 
partie centrale du cytoplasme, granuleux et vacuolaire Đ’est la paƌtie fluidiƋue du 
cytoplasme. Il contient le noyau, les organites, des inclusions diverses et les filaments de 
myosine, il joue également un rôle important dans les phénomènes de cyclose cellulaire 
(Figure 1). 
 
Figure 1 : OƌgaŶisatioŶ stƌuĐtuƌale d’uŶ tƌophozoïte. 
 (Source : Pearson Scott Foresman, http://en.wikipedia.org/wiki/Amoeba, en ligne le 16/08/13) 
 La structure de la membrane plasmique des amibes libres a été peu étudiée. Cette 
membrane est trilamellaire, sa nature et sa composition diffère en fonction des genres et 
des espèces. Par exemple, chez les Acanthamoeba spp., la membrane plasmique est 
recouverte de petites projections caractéristiques appelées acanthapodes (Figure 2a) 
(Marciano-Cabral et Cabral, 2003). Les autres genres comme Naegleria (Figure 2b) et 
Vermamoeba (Figure 2c) en sont dépourvus. 
Vacuole phagocytaire 
Membrane plasmique 
Ectoplasme 
Endoplasme 
Vacuole contractile 
Noyau 
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                               a    b   c   
Figure 2 : Tƌophozoïtes d’aŵiďes liďƌes. 
a : Acanthamoeba spp. (Barre : 10 µm), b : Naegleria spp. (Barre : 10 µm), c : V. vermiformis  
(Barre : 20 µm). 
Sources : a : http://starcentral.mbl.edu/microscope/portal.php?pagetitle=assetfactsheet&imageid=1 (En ligne le 16/08/13) 
b : http://altered-states.net/barry/newsletter387/index.htm (En ligne le 16/08/13) 
c : photo personnelle 
 
   1.3.1.2. Forme kystique 
 Le kyste est une forme de résistance qui présente une activité métabolique réduite. 
La forme kystique apparaît lorsque les conditions du milieu deviennent défavorables pour 
l’aŵiďe. Le passage de la foƌŵe tƌophozoïte à la foƌŵe kǇstiƋue est appelĠ eŶkǇsteŵeŶt 
(Krishna Murti et Shukla, 1984 ; Weisman, 1976Ϳ. L’eŶkǇsteŵeŶt peut ġtƌe déclenché par 
différents signaux tels que la déplétion nutritive, un stress osmotique, une faible pression 
partielle en oxygène, un pH fortement basique ou acide, ou bien encore des températures 
extrêmes (Byers, 1979 ; Cordingley et al., 1996 ; Neff et al., 1964 ; Raizada et Murti, 1971). 
QuaŶd les ĐoŶditioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales ƌedeǀieŶŶeŶt faǀoƌaďles, l’aŵiďe ƌepasse sous la 
forme trophozoïte par un processus nommé désenkystement. 
 Les kystes ont une taille comprise entre 6 et 25 µm en fonction des genres et des 
espèces. Ils soŶt sphĠƌiƋues et soŶt eŶtouƌĠs d’uŶe paƌoi Ƌui peut ġtƌe siŵple, douďle ou 
tƌiple ĐouĐhe eŶ foŶĐtioŶ du geŶƌe et de l’espğĐe ĐoŶsidĠƌĠe. La structure de la paroi 
kystique est bien décrite chez les Acanthamoeba, mais reste peu étudiée chez les autres 
genres amibiens. Chez les Acanthamoeba la paroi du kyste est double couche, la couche 
externe est appelée ectokyste et la couche interne est dénommée endokyste (Bowers et 
Korn, 1969). Les kystes de Balamuthia mandrillaris possèdent une couche intermédiaire 
appelée mésokyste (Visvesvara et al., 1993). La paroi des kystes de Naegleria possèdent une 
à deux couches selon les auteurs (Chavez-Munguia et al., 2009). Chez l'espèce Vermamoeba 
vermiformis la paroi est double couche, l'endokyste et l'ectokyste peuvent être accolées ou 
séparées (Dykova et al., 2005 ; Page, 1986 ; Smirnov et Michel, 1999). L’aspeĐt des kǇstes 
Acanthapodes 
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varie en fonction des genres et des espèces (Figure 3). Par exemple, les kystes 
d’Acanthamoeba castellanii présentent une forme polygonale étoilée (Figure 3a). 
a   b   c  
Figure 3 : KǇstes d’aŵiďes liďƌes. 
a : Acanthamoeba spp. (Barre : 10 µm), b : Naegleria spp. (Barre : 10 µm), c : Balamuthia 
mandrillaris (Barre : 10µm). 
Sources : a : http://synapse.koreamed.org/DOIx.php?id=10.3347/kjp.2006.44.4.313&vmode=FULL (En ligne le 16/08/13) 
b :  http://altered-states.net/barry/newsletter387/index.htm (En ligne le 16/08/13) 
c : www.starcentral.mdu.edu (En ligne le 25/10/11) 
 Chez certains genres, les kystes présentent des pores, appelés ostioles (Figure 4), qui 
peƌŵetteŶt l’ĠŵeƌgeŶĐe du tƌophozoïte à l’eǆtĠƌieuƌ du kǇste loƌs du pƌoĐessus de 
désenkystement. 
 
Figure 4 : Kyste de Naegleria fowleri observé par microscopie électronique à balayage. 
(Source : Courtesy of Markell and Voge's Medical Parasitology) 
 
   1.3.1.3. Forme flagellée 
 Les amibes libres du genre Naegleria ont un stade de développement intermédiaire 
qui correspond à une forme flagellé. Cette forme est induite par des changements de 
concentrations ioniques (salinité…Ϳ dans le milieu (Parija et Jayakeerthee, 1999). La taille de 
la forme flagellée est comprise entre 7 et 18 µm. Elle possède deux flagelles polaires (Figure 
5). 
Ostiole 
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Figure 5 : Forme flagellée de Naegleria fowleri observée par microscopie électronique à 
balayage. 
(Source : Courtesy of Markell and Voge's Medical Parasitology) 
  1.3.2. Locomotion 
 A l’eǆĐeptioŶ de la foƌŵe flagellĠe des Naegleria, les amibes libres ont besoin, pour 
se ŵouǀoiƌ, d’adhĠƌeƌ à uŶ suďstƌat. Elles peuvent, alors, se déplacer grâce à une 
déformation de la membrane plasmique, causée par des interactions de type actine-
myosine, appelées pseudopodes. Selon les genres, elles se déplacent avec un pseudopode 
principal (Hartmannella spp.) ou plusieurs pseudopodes (Acanthamoeaba spp.). Les 
pseudopodes produisent un mouvement lent, caractéristique des amibes, appelé 
mouvement amiboïde. Ce mouvement est rendu possible grâce à la présence de deux types 
de cytoplasme, l’eĐtoplasŵe et l’eŶdoplasŵe ;Đf. ϭ.ϯ.ϭ.ϭ. Foƌŵe tƌophozoïƋueͿ. Le 
mouvement se fait par un courant endoplasmique qui va des pseudopodes en rétractation, 
aǀeĐ dĠpolǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe ǀers les pseudopodes en extension, avec une gélification 
paƌ polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe ;PuǇtoƌaĐ et al., 1987). EŶ ƌĠsuŵĠ, l’eĐtoplasŵe agit à la 
manière d’uŶ tuďe d’où jaillit l’eŶdoplasŵe ǀeƌs l’eǆtƌĠŵitĠ du pseudopode eŶ foƌŵatioŶ. 
L’eŶdoplasŵe, uŶe fois à la pĠƌiphĠƌie de l’aŵiďe, ǀa se gĠlifieƌ alors que l’eŶdoplasŵe, daŶs 
la paƌtie postĠƌieuƌe de l’aŵiďe, ƌepƌeŶd l’Ġtat fluide et deǀieŶt de l’eŶdoplasŵe, ce qui 
peƌŵet d’aliŵeŶteƌ le ŵouǀeŵeŶt ;Figure 6). 
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Figure 6 : Mouvement amiboïde. 
(Source : http://www.er.uqam.ca/nobel/r17220/sarcomastigophora.htm en ligne le 25/10/11) 
 Les déplacements des trophozoïtes ne sont pas aléatoires, ils sont influencés par des 
phénomènes de chimiotactisme. Par exemple, Schuster et Levandowsky ont démontré que 
les tƌophozoïtes d’A. castellanii sont attirés par différents produits bactériens tels que des 
peptides, le lipide A ou bien encore les lipopolysaccharides. Ceci suggère que les amibes 
libres possèdent à leur surface des récepteurs spécifiques à ces produits bactériens 
(Schuster et Levandowsky, 1996). 
 Les Naegleria peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt se dĠplaĐeƌ saŶs adhĠƌeƌ à uŶ suďstƌat loƌsƋu’elles 
sont sous la forme flagellée. Sous cette forme, elles nagent grâce à la présence de deux 
flagelles qui correspondent à un faisceau de microtubules eŶtouƌĠ d’une membrane 
cytoplasmique. Les flagelles sont animés d’uŶ ŵouǀeŵeŶt d’osĐillatioŶs pĠƌiodiƋues Ƌui est 
eŶtƌaîŶĠ paƌ uŶ ŵoteuƌ ŵolĠĐulaiƌe ƌotatif Ƌui ĐoŶsoŵŵe de l’ATP. 
  1.3.3. Nutrition 
 Les amibes libres utilisent deux modes de nutrition : la phagocytose et la pinocytose. 
La phagocytose ĐoƌƌespoŶd à la Đaptuƌe et à l’iŶgestioŶ de paƌtiĐules solides inertes ou 
vivantes tandis que la pinocytose est l’aďsoƌptioŶ de gouttelettes de liƋuide eǆtƌaĐellulaiƌe. 
 DaŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, leur principal mode de nutrition est la phagocytose de 
bactéries, de micro-algues, de champignons et de levures. La phagocytose se fait par 
l’eǆteŶsioŶ de pseudopodes Ƌui eŶtourent la particule à ingérer (Figure 7) et qui permettent 
la foƌŵatioŶ d’une vacuole appelée phagosome (Figure 8). Cette étape est rapide ; selon 
Endoplasme Ectoplasme 
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Bowers elle durerait environ 40 s (Bowers, 1977). Le phagosome va ensuite subir une 
maturation puis fusionne avec un lysosome qui contient les enzymes digestives. 
 
Figure 7 : Tƌophozoïte d’A. castellanii phagocytant des levures. 
Deux levures sont phagocytées, la troisième est eŶ Đouƌs d’iŶĐlusioŶ par un pseudopode 
(Barre : 1 µm). 
 (Source : Bowers, 1977) 
 
Figure 8 : « Bouche » d’uŶ phagosoŵe oďseƌǀĠe paƌ ŵiĐƌosĐopie électronique à balayage 
(Barre : 1 µm). (Source : Bowers, 1977) 
 Il a également été décrit, par certains auteurs, la formation de « Food cup » à la 
surface des trophozoïtes (Figure 9). Les « Food cup » sont des structures temporaires qui 
permettent la capture de bactéries, de levures ou de débris cellulaires (Marciano-Cabral et 
Cabral, 2003). 
 
 
 
 
Levure en cours de 
phagocytose 
« Bouche » d’uŶ phagosoŵe 
Levure 
Trophozoïte 
Levures 
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Figure 9 : « Food cup » observées par microscopie électronique à balayage. 
A : tƌophozoïte d’A. culbertsoni, B : tƌophozoïte d’A. astronyxis (Barre : 10 µm).  
(Source : Marciano-Cabral et Cabral, 2003) 
 La piŶoĐǇtose peƌŵet auǆ aŵiďes liďƌes d’iŶteƌŶaliseƌ, paƌ iŶǀagiŶatioŶ de la 
membrane plasmique, des liquides organiques ou des éléments nutritifs dissous (Bowers, 
1977Ϳ. C’est pouƌquoi, il est possible de cultiver certaines amibes libres dans un milieu 
nutritif axénique, c'est-à-dire en absence de microorganismes. 
  1.3.4. Reproduction 
 Les aŵiďes liďƌes se ƌepƌoduiseŶt loƌsƋu’elles soŶt sous la foƌŵe trophozoïte et que 
les conditions de croissance sont optimales. Le temps de génération varie entre 8 et 24 h en 
fonction des genres, des espèces et des souches. Elles se reproduisent, comme d’autres 
organismes eucaryotes unicellulaires, de façon asexuée par division binaire donnant lieu à 
deux amibes filles génétiquement identiques (Byers, 1979). La division binaire est composée 
de trois grandes étapes : (i) l’iŶteƌphase Ƌui ĐoƌƌespoŶd à la ƌĠpliĐatioŶ de l’ADN, (ii) la 
mitose qui est la division des chromosomes et (iii) la cytodiérèse qui correspond à la division 
du cytoplasme. 
 1.4. DistributioŶ daŶs l’eŶviroŶŶeŵeŶt 
 Les aŵiďes liďƌes soŶt ƌĠpaƌties de façoŶ uďiƋuitaiƌe daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Elles soŶt 
ƌetƌouǀĠes aussi ďieŶ daŶs les ŵilieuǆ Ŷatuƌels Ƌu’aƌtifiĐiels. Cette oŵŶipƌĠseŶĐe dans 
l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt est faĐilitĠe paƌ la foƌŵe kǇstiƋue Ƌui est ƌĠsistaŶte aux procédures de 
désinfection et à la dessiccation. La concentration en amibe libres dans ces différents milieux 
dĠpeŶd de faĐteuƌs tels Ƌue l’hǇgƌoŵĠtƌie, la teŵpĠƌatuƌe, le pH, la teneur en oxygène 
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dissous, la porosité, la salinité et la densité en microorganismes qui constituent leur 
alimentation. 
  1.4.1. Environnements naturels 
 Les amibes libres sont retrouvées dans les sols, les milieux aqueux (lacs, rivières, 
canaux, mers), les poussiğƌes et l’aiƌ, ŵais également sur les plantes et certains animaux 
(amphibiens, poissons, reptiles et mammifères) (Dykova et al., 1999 ; Marciano-Cabral et 
Cabral, 2003 ; Rivera et al., 1987 ; Rodriguez-Zaragoza, 1994). 
 Les sols sont des systèmes biologiques dynamiques dans lesquels ce fait le recyclage 
de la matière organique. Les activités biologiques ont une influence sur la porosité et la 
concentration en oxygène. Les sols, dont la porosité est comprise entre 2 et 10 µm, 
retiennent l’eau paƌ Đapillarité ce qui forme un environnement favorable pour les amibes 
libres (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Grâce à leur rôle de prédateur, les amibes libres 
paƌtiĐipeŶt à la ƌĠgulatioŶ de la populatioŶ ŵiĐƌoďieŶŶe, au ŵaiŶtieŶ d’uŶ haut Ŷiǀeau de 
minéralisation et au recyclage des nutriments dans le sol (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Tous 
les geŶƌes d’aŵiďes liďƌes soŶt ƌetƌouǀĠs daŶs le sol. CepeŶdaŶt, les plus fréquents sont : 
Acanthamoeba spp., Naegleria gruberi et Hartmannella hyaline. 
 Dans les milieux aqueux, la salinité joue un rôle important dans la distribution des 
amibes libres. En effet, dans les milieux marins, la forte salinité va discriminer certains 
genres comme Naegleria. D’autƌes geŶƌes, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple Acanthamoeba, sont 
capables de tolérer cette forte salinité. La plupart des amibes libres peuvent se développer 
daŶs les ŵilieuǆ d’eau douĐe. Par exemple, les genres Vermamoeba, Hartmannella, 
Naegleria, Acanthamoeba et Vahlkampfia sont fréquemment rencontrés dans ces milieux 
(Kyle et Noblet, 1986 ; Rodriguez-Zaragoza, 1994). Dans les milieux aqueux, les amibes libres 
adhèrent aux particules en suspension. DaŶs la ĐoloŶŶe d’eau, de la ŵatiğƌe oƌgaŶiƋue est 
présente ce qui permet aux bactéries de se développer et aux amibes libres de se nourrir. 
L’Ġpaisseuƌ de la ĐoloŶŶe d’eau joue doŶĐ uŶ ƌôle liŵitaŶt daŶs la ĐƌoissaŶĐe des aŵiďes 
libres. D’autƌes faĐteuƌs iŶflueŶĐent aussi le développement des amibes libres dans les 
ŵilieuǆ aƋueuǆ. Il s’agit du pH et de la teŵpĠƌatuƌe ;Rodƌiguez-Zaragoza, 1994). Une 
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température comprise entre 10 et 30 °C et un pH aux alentours de la neutralité favorisent la 
croissance des amibes libres. 
 Les amibes libres sont également présenteŶt daŶs l’aiƌ, sous forme de trophozoïtes et 
de kystes, ce qui permet une dissémination aérienne (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Il est 
diffiĐile de dĠfiŶiƌ les ĐoŶditioŶs Ƌui dĠteƌŵiŶeŶt la distƌiďutioŶ des aŵiďes liďƌes daŶs l’aiƌ. 
Cependant, certains critères tels que la topographie et les conditions sanitaires peuvent 
influencer la présence des amibes libres. Elles se retrouvent, daŶs l’aiƌ, ǀia l’ĠŵissioŶ 
d’aĠƌosols paƌ des pƌoĐessus Ŷatuƌels tels Ƌue les eŵďƌuŶs oĐĠaŶiƋues ou l’ĠƌosioŶ des sols. 
EŶ ϭϵϴϯ, LaǁaŶde a dĠŵoŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes aĠƌopoƌtĠes paƌ l’HaƌŵattaŶ, uŶ 
vent sec chargé de sable soufflant au Nigéria. En exposant des géloses recouvertes 
d’Escherichia coli à ce vent, Lawande a isolé 38 souĐhes d’aŵiďes liďƌes ;LaǁaŶde, ϭϵϴϯͿ. Les 
amibes libres pƌĠseŶteŶt daŶs l’aiƌ pƌoǀieŶŶeŶt ĠgaleŵeŶt de l’ĠŵissioŶ d’aĠƌosols paƌ des 
aĐtiǀitĠs aŶthƌopiƋues telles Ƌue l’iŶdustƌie ou la ĐiƌĐulatioŶ autoŵoďile. En 1994, Rodriguez-
)aƌagoza a ŵoŶtƌĠ Ƌue les pƌiŶĐipauǆ geŶƌes aŵiďieŶs isolĠs daŶs l’atŵosphğƌe uƌďaiŶe 
sont : Vermamoeba/Hartmannella, Acanthamoeba et Vahlkampfia (Rodriguez-Zaragoza, 
1994). 
 Les amibes libres sont également associées aux plantes, aux reptiles, aux amphibiens 
et aux mammifères (Dykova et al., 1999 ; Marciano-Cabral et Cabral, 2003). Certaines amibes 
libres, telles que Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris et Naegleria fowleri, sont des 
pathogğŶes oppoƌtuŶistes de l’Homme. 
  1.4.2. Environnements artificiels 
 Les amibes libres sont également capables de se développer dans des 
environnements artificiels. De nombreuses activités humaines offrent aux amibes libres de 
Ŷouǀeauǆ ďiotopes de Đhoiǆ pouƌ se dĠǀeloppeƌ. Il s’agit de ŵilieuǆ hǇdƌiƋues aƌtifiĐiels où 
les conditions de température, de protection et de nutrition sont optimales au 
dĠǀeloppeŵeŶt des aŵiďes liďƌes. C’est le Đas, paƌ eǆeŵple, des eauǆ de ďaigŶades comme 
les piscines, les jacuzzis, les spas et les eaux thermales (Rivera et al., 1993 ; Vesaluoma et al., 
1995). Les amibes libres sont également trouvées dans les usines de potabilisation (Thomas 
et al., 2008), les réseaux de distribution d'eau potable et d'eau chaude sanitaire (Rohr et al., 
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1998 ; Thomas et al., 2006), les tours aéroréfrigérantes (TAR) (Srikanth et Berk, 1993), les 
systèmes de refroidissement des centrales nucléaires (Sykora et al., 1983), le matériel 
médical, les humidificateurs, les aquaƌiuŵs…  
 La pƌĠseŶĐe d’aŵiďes libres dans les eaux de baignades a été plusieurs fois 
investiguée. En 1993, Rivera et al. ont effectué des prélèvements dans des piscines de 
MeǆiĐo CitǇ. Ils oŶt pu isoleƌ Ϯϵ souĐhes d’aŵiďes liďƌes doŶt uŶe ŵajoƌitĠ appartenait au 
genre Acanthamoeba. DaŶs Đette Ġtude, ils Ŷ’oŶt ƌetƌouǀĠ auĐuŶe aŵiďe liďƌe daŶs les eauǆ 
de piscines dont la teneur en chlore était supérieure à 5,31 mg.L-1 (Rivera et al., 1993). Deux 
ans plus tard, Vesaluoma et al. ont fait une étude microbiologiƋue de l’eau des pisĐiŶes et 
jaĐuzzis d’HelsiŶki. “uƌ ϯϰ pƌĠlğǀeŵeŶts effeĐtuĠs, ϭϰ Ġtaient positifs à la pƌĠseŶĐe d’amibes 
libres. Ils ont montré qu’elles étaient pƌĠseŶtes daŶs des eauǆ ĐoŶteŶaŶt jusƋu’à ϯ,ϯ mg.L-1 
de chlore libre (Vesaluoma et al., 1995). D’autƌes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes 
libres dans les spas, les eaux thermales et les piscines thérapeutiques malgré une chloration 
appropriée. Parmi les amibes libres, isolées dans ces études, certaines présentaient un fort 
pouvoir pathogène (De Jonckheere, 1982 ; Scaglia et al., 1983 ; Sukthana et al., 2005). Une 
étude plus récente s’est iŶtĠƌessĠe à la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes du geŶƌe Acanthamoeba 
dans les eaux de piscines de Porto Alegre. Dans cette étude, 20 % des prélèvements étaient 
positifs à la pƌĠseŶĐe d’Acanthamoeba spp., et 38 % des souches isolées sont considérées 
comme potentiellement pathogènes pouƌ l’Homme (Caumo et al., 2009). 
 Les amibes libres sont également rencontrées dans les usines de potabilisation, les 
ƌĠseauǆ d’eau potable, les réseaux d'eau chaude sanitaire (RECS) et dans les eaux de 
consommation (eaux du robinet, eaux minérales, eaux de sources). En 1979, Dive et al. ont 
ƌeĐheƌĐhĠ la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes daŶs ϴϯϲ ĠĐhaŶtilloŶs d’eau de ĐoŶsoŵŵatioŶ 
d’oƌigiŶes diǀerses et quelle Ƌue soit l’oƌigiŶe de l’eau de ĐoŶsoŵŵatioŶ, la moitié des 
prélèvements étaient positifs. CepeŶdaŶt, eŶ foŶĐtioŶ de l’oƌigiŶe de l’eau la concentration 
amibienne variait. La concentration en amibes était plus importante dans les eaux issues de 
sources que dans les eaux minérales. Dans les eaux gazeuses, la concentration en amibes 
libres était très faible en raison de la présence du CO2 qui leur est néfaste (Dive et al., 1979). 
En 1981, Rivera et al. ont trouvé la présence de différentes souches d’aŵiďes liďƌes daŶs des 
eaux minérales largement vendues au Mexique. Parmi ces souches, ils ont retrouvé des 
amibes libres appartenant aux genres Acanthamoeba et Naegleria qui sont potentiellement 
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pathogğŶes pouƌ l’Homme, ce qui a eu pour conséquence d’eŶgeŶdƌeƌ uŶe foƌte iŶƋuiĠtude 
de la population (Rivera et al., 1981). Les amibes libres du genre Acanthamoeba, en raison 
de leuƌ pouǀoiƌ pathogğŶe, soŶt fƌĠƋueŵŵeŶt ƌeĐheƌĐhĠes daŶs les eauǆ du ƌoďiŶet. C’est le 
cas par exemple de deux études qui ont moŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe d’Acanthamoeba spp. daŶs l’eau 
du robinet aux domiciles de patients atteints de kératites (Boost et al., 2008 ; Kilvington et 
al., 2004). Des études, de plus grande envergure, ont également démontré la présence 
d’Acanthamoeba spp. daŶs l’eau du robinet dans des zones métropolitaines du Mexique et 
des Etats-Unis (Bonilla-Lemus et al., 2009 ; Marciano-Cabral et al., 2010). Différentes études 
se sont également intéressées à la présence d'amibes libres dans (i) les eaux brutes utilisées 
pour la production d'eau potable, (ii) les usines de potabilisation, (iii) les réseaux de 
distribution d'eau potable et (iv) d'eau chaude sanitaire. En 1981, Jacquemin et al. ont étudié 
le ƌĠseau d’aliŵeŶtatioŶ eŶ eauǆ de Poitieƌs. Ils oŶt effeĐtuĠ ϳϲ pƌĠlğǀeŵeŶts aux différents 
points clés du réseau (eaux de sources, souterraines et de surfaces, stations de potabilisation 
et réseau de distribution). Ils ont retrouvés des amibes libres à chaque étape du réseau 
d’aliŵeŶtatioŶ eŶ eau. La ŵajoƌitĠ des aŵiďes liďƌes isolées appartenaient aux genres 
Acanthamoeba, Vermamoeba/Hartmannella (Jacquemin et al., 1981). Des études plus 
récentes ont confirmées cela. En 2008, Loret et al. ont montré que les différentes eaux 
brutes utilisées pour la production d'eau potable contenaient des amibes libres qui ont été 
retrouvées à chaque étape du processus de potabilisation de l'eau (Loret et al., 2008a et b). 
La même année Thomas et al. ont obtenu des résultats similaires. Ils ont isolé 
majoritairement les genres Vermamoeba/Hartmannella et Echinamoeba au sein de l'usine 
de traitement de l'eau et les genres Acanthamoeba et Naegleria dans les eaux de rivières et 
dans les unités de filtration à sable (Thomas et al., 2008). Les amibes libres colonisent 
également les RECS. En 1998, Rohr et al. ont étudié la présence d'amibes libres dans 
plusieurs RECS hospitaliers qui étaient systématiquement colonisés par des légionelles. Ils 
ont montré que plus de la moitié des prélèvements effectués à divers points des RECS 
étaient positifs à la présence d'amibes libres. Ils ont montré que l'espèce prédominante dans 
les RECS est V. vermiformis (65 %) suivie d'Echinamoeba spp. (15 %), de Saccamoeba spp. 
(12 %) et Vahlkampfia spp. (9 %). Ils ont également trouvé une grande variété d'amibes 
libres (Acanthamoeba spp., Naegleria spp., V. vermiformis, Vannella spp.…Ϳ dans les 
environnements humides des zones sanitaires hospitalières comme les carreaux des salles 
de bain et des douches ou les siphons (Rohr et al., 1998). Des études ont également montré 
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que des amibes libres se rencontraient daŶs l’eau d’uŶités dentaires (Barbeau et Buhler, 
2001 ; Trabelsi et al., 2010). 
 Les amibes libres prolifèrent aussi dans les TAR, où elles sont généralement en 
association avec des bactéries pathogènes telle que L. pneumophila (Lasheras et al., 2006 ; 
Srikanth et Berk, 1993). Ceci a été confirmé en 2006 par Berk et al. qui ont montré que 
l’oĐĐuƌƌeŶĐe d’amibes libres infectées par des bactéries pathogènes était 16 fois plus élevée 
dans les TAR que dans les milieux aqueux naturels (Berk et al., 2006). Dans les épidémies de 
légionelloses, où la source avérée de contamination est une TAR, des amibes libres ont été 
systématiquement retrouvées dans ces dispositifs. Les amibes libres jouent donc un rôle 
dans la protection et la dissémiŶatioŶ des lĠgioŶelles daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et représentent 
un environnement optimal pour la prolifération de ces microorganismes (Thomas et al., 
2006). D’autƌes Ġtudes oŶt aussi ŵoŶtƌĠ Ƌue les aŵiďes liďƌes isolées de TAR sont plus 
résistantes aux traitements de désinfection que celles isolĠes d’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶts Ŷatuƌels 
(Srikanth et Berk, 1993 ; Sutherland et Berk, 1996). 
 Les systèmes de refroidissement des centrales nucléaires sont également des 
environnements privilégiés pour la prolifération des amibes libres. Ces effluents sont très 
ĐoŶtƌôlĠs afiŶ de s’assuƌeƌ Ƌu’il Ŷ’Ǉ ait pas de prolifération amibienne et en particulier celle 
de Naegleria fowleri, l’ageŶt Đausal de la MEAP (Stevens et al., 1977 ; Sykora et al., 1983 ; 
Tyndall et al., 1985 et 1989). 
 Pour conclure, les amibes libres prolifèrent dans les environnements hydriques 
artificiels. Les populations humaines étant de plus en plus exposées aux environnements 
artificiels, les amibes libres constituent à travers leur propre pouvoir pathogène et leur rôle 
de réservoir de bactéries pathogènes un risque de santé publique majeur. 
 1.5. Pathogénicité des amibes libres 
 Certaines amibes libres comme celles appartenant au genre Acanthamoeba et aux 
espèces Naegleria fowleri et Balamuthia mandrillaris sont des pathogènes opportunistes de 
l’Hoŵŵe. Ces amibes soŶt ƌespoŶsaďles d’atteiŶtes du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ, oĐulaiƌes et 
cutanées. 
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  1.5.1. Atteintes du système nerveux 
   1.5.1.1. Encéphalite amibienne granulomateuse (EAG) 
 L’eŶĐĠphalite aŵiďieŶŶe gƌaŶuloŵateuse (EAG) est une infection chronique du 
sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal due à diffĠƌeŶtes espğĐes d’Acanthamoeba (A. castellanii, 
A. polyphaga, A. culbertsoni, A. astronyxis, A. divionensis, A. rhysodes et A. healyi) et à 
l’espğĐe Balamuthia mandrillaris. L’EAG est une infection rare (Tableau 3) mais mortelle 
dans 90 % des cas. Elle touche principalement des personnes immunodéprimées comme les 
séropositifs, les diabétiques, les personnes sous traitements immunosuppresseurs ou 
abusant de stéroïdes (Marciano-Cabral et Cabral, 2003 ; Martinez et Janitschke, 1985 ; 
Visvesvara et al., 2007). 
Tableau 3 : Noŵďƌe estiŵĠ d’EAG daŶs le ŵoŶde. 
(Source : Schuster et Visvesvara, 2004) 
EspğĐe ƌespoŶsaďle de l’EAG Nombre de cas estimés Période d’estiŵatioŶ 
Acanthamoeba spp. ~ 200 cas 1960 à 2000 
Balamuthia mandrillaris ~ 100 cas 1990 à 2000 
La ĐoŶtaŵiŶatioŶ s’effeĐtue soit à partir de l'appareil respiratoire par inhalation de 
poussières ou d’aĠƌosols ĐoŶteŶaŶt les aŵiďes, soit à partir de lésions cutanées ou oculaires. 
UŶe fois daŶs l’organisme les amibes libres se propagent jusƋu’à l’eŶĐĠphale soit par 
migration le long des voies nerveuses olfactives ou optiques, soit par voie hématogène en 
traversant la barrière hémato-encéphalique (Martinez et Janitschke, 1985 ; Martinez, 1991 ; 
Martinez et Visvesvara, 1997). Apƌğs ƋuelƋues seŵaiŶes, ǀoiƌe des ŵois d’iŶĐuďatioŶ, 
céphalées, fièvres, nausées, vomissements, raideur de nuque, convulsions et troubles du 
comportement apparaissent. Dans certains cas, les symptômes suivants sont aussi décrits : 
tƌouďles du soŵŵeil, photophoďie, aŶoƌeǆie, peƌte de la ǀue et de l’ouïe. L’ĠǀolutioŶ 
s’effeĐtue, le plus souvent, en quelques semaines ou mois par un coma et la mort. 
 Il est diffiĐile de diagŶostiƋueƌ l’EAG eŶ ƌaisoŶ de sa rareté et de ses symptômes qui 
peuǀeŶt faiƌe peŶseƌ à d’autƌes tǇpes d’iŶfeĐtioŶs. Le diagnostic peut se faire par résonance 
magnétique ou par tomographie qui laissent voir des lésions cérébrales, mais, généralement, 
CHAPITRE I 
21 
 
le diagnostic est effectué par un examen post-mortem. Celui-ci montre que les hémisphères 
cérébraux sont les zones les plus touchées. Ainsi, des œdğŵes, des zones hémorragiques et 
des zones nécrosées sont observables (Figure 10). Les examens histologiques et immuno-
histochimiques confirment la présence de trophozoïtes et de kystes amibiens dans les tissus 
cérébraux. La figuƌe ϭϭ ŵoŶtƌe Ƌu’il est possiďle de distinguer des granulomes tissulaires 
chroniques centrés par des kystes. 
 
Figure 10 : Section des hémisphères cĠƌĠďƌauǆ d’uŶ patieŶt dĠĐĠdĠ d’EAG. 
(Source : Marciano-Cabral et Cabral, 2003) 
 
Figure 11 : KǇstes d’Acanthamoeba daŶs uŶe ďiopsie ĐĠƌĠďƌale d’uŶ patieŶt dĠĐĠdĠ d’EAG. 
(Source : Martinez et al., 2000) 
 
   1.5.1.2. Méningo-encéphalite amibienne primitive (MEAP) 
 La méningo-encéphalite amibienne primitive (MEAP) est une atteinte neurologique 
ĐausĠe paƌ l’espğĐe Naegleria fowleri. Au ĐoŶtƌaiƌe de l’EAG, la MEAP touĐhe aussi ďieŶ les 
personnes immuno-ĐoŵpĠteŶtes Ƌu’iŵŵuŶo-déficientes. Cette maladie est rare, entre 1960 
et 2000 seuls environ 200 cas ont été rapportés au niveau mondial (Schuster et Visvesvara, 
2004). La majorité des cas est mortelle et, actuellement, seules une dizaine de guérisons ont 
été rapportées (Brown, 1992 ; Loschiavo et al., 1993 ; Wang et al., 1993). 
 La contamination se fait généralement par voie nasale par inhalation de gouttelettes 
contenant N. fowleri loƌs d’uŶe ďaigŶade daŶs des eauǆ douĐes, chaudes (> 25 °C) et 
stagnantes (lacs, piscines, étangs). L’incubatioŶ est d’eŶǀiƌoŶ ϳ j, puis il apparait un 
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sǇŶdƌoŵe ŵĠŶiŶgĠ fĠďƌile aĐĐoŵpagŶĠ de ĐĠphalĠes, ŶausĠes, ǀoŵisseŵeŶts, fiğǀƌe et d’uŶ 
Ġtat de soŵŶoleŶĐe où à l’iŶǀeƌse d’hǇpeƌ-agitation. La maladie évolue alors en 3 à 6 j vers 
un coma et la mort (Bard et Lambrozo, 1992, De Jonckheere et al., 1975 ; Martinez et 
visvesvara, 1997). Il existe quelques traitements, mais ils restent très souvent inefficaces 
(Tiewcharoen et al., 2002). A l’heuƌe aĐtuelle, la prévention reste la meilleure protection : 
éviter les baignades dans des eaux à risques, filtrer et chlorer les eaux de piscines. 
  1.5.2. Atteintes oculaires 
 Les amibes du genre Acanthamoeba peuvent causer des kératites qui sont des 
inflammations douloureuses de la cornée. Si le diagnostic et les traitements ne sont pas faits 
rapidement ces kératites peuvent aboutir à des ulcères cornéens et dans les cas les plus 
gƌaǀes à la peƌte de l’œil ;“eal et al., 2003). CoŶtƌaiƌeŵeŶt à l’EAG, les kĠƌatites aŵiďieŶŶes 
touchent de façon indifférenciée les personnes immuno-compétentes et immuno-déprimés. 
Un des facteurs de risque de la kératite amibienne est le port de lentilles de contact. En 
effet, 80 % des personnes atteints de kératite amibienne sont porteurs de lentilles de 
contact, les autres cas sont généralement liés à des tƌauŵatisŵes de l’œil ;Chang et Soong, 
1991 ; Khan, 2006 ; Niederkorn et al., 1999 ; Sharma et al., 1990 et 2000). Il y a eu, entre 
1980 et 2000, plus de 3000 cas de kératites amibiennes qui ont été rapportés (Schuster et 
Visvesvara, 2004). 
 L’iŶfeĐtioŶ est due à l’adhĠsioŶ et à la pƌolifĠƌatioŶ des tƌophozoïtes 
d’Acanthamoeba spp. au niveau de l’ĠpithĠliuŵ ĐoƌŶĠeŶ. Les trophozoïtes pénètrent alors 
l’ĠpithĠliuŵ et pƌoǀoƋueŶt uŶe ŶĠǀƌite ;iŶflaŵŵatioŶ du ŶeƌfͿ et uŶe ŶĠĐƌose. Les 
trophozoïtes pénètrent ensuite dans le stroma et détruisent, grâce à la sécrétion de 
protéases, les fibres de collagène ce qui induit une choriorétinite (Kim et al., 2006). Les 
symptômes les plus fréquents sont : ƌougeuƌ, douleuƌ, laƌŵoieŵeŶts, œdğŵe des paupiğƌes 
et plus rarement photophoďie. Ce tǇpe de kĠƌatite est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ l’appaƌitioŶ d’uŶ aďĐğs 
ĐoƌŶĠeŶ eŶ foƌŵe d’aŶŶeau paƌaĐeŶtƌal aǀeĐ uŶ ĐeŶtƌe Đlair (Figure 12) (Illingworth et Cook, 
1998). 
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Figure 12 : AspeĐt de l’aďĐğs ĐoƌŶĠeŶ eŶ foƌŵe d’anneau causé par une kératite amibienne. 
(Source : Illingworth et Cook, 1998) 
 Le diagŶostiĐ Ŷ’est pas toujouƌs ĠǀideŶt Đaƌ les sǇŵptôŵes de Đette kĠƌatite sont 
identiques à ceux rencontrés dans les kératites bactériennes, virales ou encore fongiques. Le 
diagnostic passe donc par la mise en évidence des amibes. Les kératites amibiennes sont 
diffiĐiles à tƌaiteƌ eŶ ƌaisoŶ de la pƌĠseŶĐe des kǇstes d’Acanthamoeba qui sont très 
ƌĠsistaŶts auǆ tƌaiteŵeŶts de dĠsiŶfeĐtioŶ. “i l’iŶfeĐtioŶ est pƌise à teŵps, elle peut être 
soignée par des traitements chimiques. DaŶs les Đas eǆtƌġŵes, l’ĠŶuĐlĠatioŶ ƌeste le deƌŶieƌ 
recours. 
  1.5.3. Atteintes cutanées 
 Les Acanthamoeba spp. peuvent aussi causer des amibiases cutanées. Elles touchent 
principalement les personnes immunodéprimées comme les patients atteints du SIDA ou de 
maladies immunologiques. Après une incubation discrète de durée variable, des nodules et 
des ulcères cutanés apparaissent (Figure 13) (Steinberg et al., 2002). “’ils Ŷe soŶt pas tƌaitĠs, 
ils peuvent se transformer en plaques érythémateuses et nécrosées (Figure 14). Ces 
iŶfeĐtioŶs peuǀeŶt ĐoŶstitueƌ uŶe poƌte d’eŶtƌĠe pouƌ les Acanthamoeba spp. vers la 
circulation sanguine ce qui peut eŶtƌaiŶeƌ l’appaƌitioŶ de lĠsioŶs à distaŶĐe et des atteiŶtes 
métastatique de l’eŶĐĠphale ;EAGͿ. 
 
Figure 13 : Nodules et ulcères cutanés causés par Acanthamoeba spp.. 
(Source : Steinberg et al., 2002) 
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Figure 14 : Plaque nécrosée causée par Acanthamoeba polyphaga. 
(Source : http://health.usf.edu/medicine/internalmedicine/infectious/parasitology.htm en ligne le 25/10/11) 
 Le diagnostic se fait obligatoirement par visualisation des trophozoïtes et/ou kystes 
amibiens car, à prime abord, ces infections sont imputables aux champignons, aux virus 
voire aux bactéries. Actuellement, il Ŷ’eǆiste pas de tƌaiteŵents spécifiques. 
 1.6. Interaction des amibes libres avec des microorganismes pathogènes 
 A travers leur rôle de prédateurs, les amibes libres interagissent dans 
l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt aǀeĐ d’autƌes tǇpes de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. Elles se nourrissent par 
phagocytose de bactéries, de micro-algues, de champignons et de levures (cf. 1.3.3. 
Nutrition). Cependant, certains microorganismes ont mis en place des systèmes de défense 
pour éviter ou résister à la phagocytose amibienne (Greub et Raoult, 2004). Parmi ces 
microorganismes, ceƌtaiŶs soŶt pathogğŶes pouƌ l’Homme. En 2009, il a été décrit que sur 
les 539 espèces bactériennes, reconnues paƌ l’EPA ;Environmental Protection Agency) 
Đoŵŵe ĠtaŶt pathogğŶes pouƌ l’Hoŵŵe et l’aŶiŵal, ϭϵ,ϴ % étaient capables de survivre et 
ou/se ŵultiplieƌ eŶ pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes ;Thoŵas et al., 2010). Les amibes libres sont 
donc un réservoir et un vecteur pour de nombreux microorganismes pathogènes pour 
l’Homme. 
  1.6.1. Interaction avec les champignons 
 Il a été montré à plusieurs reprises que les amibes libres peuvent héberger des 
ĐhaŵpigŶoŶs. C’est le Đas de la levure Cryptococcus neoformans, qui est responsable de 
graves infections (méningo-encéphalite, pneumopathie, lésions cutanées) généralement 
chez les personnes atteintes de SIDA. En 2004, Malliaris et al. ont montré que cette levure 
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avait la capacité de se multiplier à l’iŶtĠƌieuƌ ou eŶ pƌĠseŶĐe d’A. castellanii (Malliaris et al., 
ϮϬϬϰͿ. C’est ĠgaleŵeŶt le Đas du champignon Histoplasma capsulatum qui est responsable 
de l’histoplasŵose, une infection respiratoire. Il semblerait que, suite à leur passage à 
l’iŶtĠƌieuƌ de l’amibe, leur pathogénicité soit augmentée (Steenbergen et al., 2004). 
  1.6.2. Interaction avec les protozoaires 
 Les amibes libres peuvent également interagir avec des protozoaires. C’est le Đas de 
Cryptosporidium parvum qui est responsable de diarrhées appelées cryptosporidioses. Des 
études ont montré que les Acanthamoeba spp. soŶt Đapaďles d’iŶteƌŶaliseƌ jusƋu’à 
6 ooĐǇstes et de les ĠliŵiŶeƌ daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt de façoŶ leŶte. Elles auraient ainsi un 
rôle dans la dissémination de C. parvum daŶs l’environnement (Gomez-Couso et al., 2007 ; 
Stott et al., 2003). Toxoplasma gondii, l’ageŶt causal de la toxoplasmose, est aussi capable 
de survivre sous foƌŵe d’ooĐǇtes peŶdaŶt ϭϱ j à l’iŶtĠƌieuƌ d’A. castellanii (Winiecka-Krusnell 
et al., 2009). Cependant, à l’iŶǀeƌse d’H. capsulatum (cf. 1.6.1. Interaction avec les 
champignons), le passage dans les amibes libres diminuerait la pathogénicité des oocytes 
(Winiecka-Krusnell et al., 2009).  
  1.6.3. Interaction avec des bactéries 
 Les amibes libres ont été reconnues à de maintes reprises pour interagir avec de 
nombreuses bactéries pathogènes. La découverte des endosymbiontes des amibes libres a 
été faite en 1956 par Drozanski (cf. 1.1. Historique ; Drozanski, 1956). Néanmoins, l’iŶtĠƌġt 
de la ĐoŵŵuŶautĠ sĐieŶtifiƋue eŶǀeƌs l’iŶfeĐtioŶ des aŵiďes libres par des bactéries 
pathogènes remonte réellement auǆ aŶŶĠes ϭϵϴϬ aǀeĐ l’ĠŵeƌgeŶĐe de L. pneumophila. 
Cette bactérie est responsable de deux tǇpes d’iŶfeĐtioŶ : la fièvre de Pontiac, qui est 
bénigne, et la légionellose ou maladie du légionnaire, qui est une grave infection du système 
respiratoire, mortelle dans environ 10 % des cas. Cette bactérie pathogène cause 
régulièrement des cas de légionelloses. Par exemple, en France, la maladie est à déclaration 
obligatoire depuis 1987. En 2012, 1298 Đas oŶt ĠtĠ ƌĠpeƌtoƌiĠs paƌ l’IŶV“ ;IŶstitut de Veille 
Sanitaire) dont 130 se sont avérés mortels (www.invs.fr). 
 Suite à des ĠpidĠŵies de lĠgioŶelloses des Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ l’assoĐiatioŶ eŶtre 
L. pneumophila et les amibes libres dans les RECS et les TAR. En effet, L. pneumophila est un 
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ďaĐille gƌaŵ ŶĠgatif d’oƌigiŶe hǇdƌotelluƌiƋue Ƌui est Đapaďle de ĐoloŶiseƌ de Ŷoŵďƌeuǆ 
environnements artificiels (Berry et al., 2006 ; Fliermans et al., 1981 ; Sharma et al., 2003). 
C’est Rowbotham, en 1980, qui a démontré pour la première fois que L. pneumophila 
pouvait se ŵultiplieƌ à l’iŶtĠƌieuƌ des aŵiďes du geŶƌe Acanthamoeba et Naegleria et causer 
leur lyse (Rowbotham, 1980). Depuis, à de nombreuses reprises, des amibes libres 
hébergeant L. pneumophila oŶt ĠtĠ isolĠes daŶs des ƌĠseauǆ d’eau hospitalieƌs et des TAR à 
l’oƌigiŶe d’ĠpidĠŵies de légionellose. Il a été démontré que L. pneumophila peut se 
multiplier dans plus de 13 espèces amibiennes appartenant principalement aux genres 
Acanthamoeba, Vermamoeba/Hartmannella et Naegleria (Fields, 1996 ; Philippe et al., 
2006). Les amibes jouent un rôle important dans la survie et la dissémination de 
L. pneumophila daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. EŶ effet, des études semblent montrer que les 
amibes libres sont le lieu de multiplication privilégié pour L. pneumophila. En 1998, 
Wadowsky et al. ont montré que les légionelles ne peuvent pas se multiplier dans l’eau eŶ 
aďseŶĐe d’aŵiďes (Wadowsky et al., ϭϵϵϴͿ. D’autƌes tƌaǀauǆ de ƌeĐheƌĐhes oŶt ĠgaleŵeŶt 
montré que les légionelles peuvent coloniser et se multiplier dans les biofilms uniquement 
eŶ pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes ;Declerk et al., 2009 ; Kuiper et al., 2004 ; Murga et al., 2001). En 
plus de leur rôle dans la multiplication et la survie de L. pneumophila, les amibes libres 
jouent un rôle de protection des légionelles vis-à-vis des conditions environnementales 
défavorables comme les changements physiques (Biddick et al., 1984 ; Chang, 1978), les 
produits chimiques (De Jonckheere et van de Voorde, 1976) et les traitements de 
désinfection (Greub et Raoult, 2004 ; Kilvington et Price, 1990). Par exemple, sous forme 
planctonique L. pneumophila est sensible à 3 min d’eǆpositioŶ à Ϯ mg.L-1 de chlore alors que 
celles internalisées par A. polyphaga peuvent résister à une exposition de 18 h à 50 mg.L-1 de 
chlore (Kilvington et Price, 1990). De plus, les ďaĐtĠƌies s’ĠtaŶt développées à l’iŶtĠƌieuƌ des 
amibes semblent morphologiquement et physiologiquement différentes que celles qui se 
sont développées dans un milieu nutritif. Elles ont acquis certaines caractéristiques comme 
une augmentation de la résistance aux biocides, à la chaleur et aux antibiotiques ainsi 
Ƌu’uŶe augmentation de leur pourvoir infectant (Greub et Raoult, 2003a et 2004).  
 D’autƌes espğĐes de ďaĐtĠƌies pathogğŶes soŶt également capables de se multiplier 
et de lǇseƌ les aŵiďes liďƌes. Il s’agit des Listeria et en particulier de Listeria monocytogenes 
qui est ƌespoŶsaďle d’uŶe ŵaladie gƌaǀe, la listĠƌiose. EŶ ϭϵϵϬ, LǇ et Mulleƌ ont infecté des 
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amibes libres avec L. monocytogenes. Ils ont observé durant les premiers jours une 
ŵultipliĐatioŶ des ďaĐtĠƌies à l’iŶtérieur des amibes. Après 8 j, ils ont vu que la majorité des 
amibes commençait à s’eŶkǇsteƌ aloƌs Ƌue d’autƌes étaient lysées libérant ainsi dans 
l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt les L. monocytogenes. Après 36 j, ils ont montré que quasiment toutes les 
amibes étaient enkystées et contenaient des bactéries. Cependant les L. monocytogenes 
n’ĠtaieŶt plus viables (Ly et Muller, 1990). 
 Certaines ďaĐtĠƌies pathogğŶes pouƌ l’Homme sont capables de se multiplier dans les 
amibes libres sans les lyser. C’est le Đas de la ďaĐtĠƌie gƌaŵ ŶĠgatiǀe Vibrio cholerae qui est 
l’ageŶt causal du choléra. En 2005, Abd et al. ont observé que V. cholerae était capable de se 
ŵultiplieƌ à l’iŶtĠƌieuƌ des aŵiďes du geŶƌe Acanthamoeba et Naegleria et cela sans causer 
leuƌ lǇse. DaŶs les pƌeŵiğƌes phases de l’iŶfeĐtioŶ, elles sont retrouvées dans des vacuoles 
réplicatives (Figure 15a) puis après 24 h elles se retrouvent libres dans le cytoplasme (Figure 
15b). Elles peuvent ĠgaleŵeŶt peƌsisteƌ daŶs l’aŵiďe loƌs du pƌoĐessus d’eŶkǇsteŵeŶt et se 
retrouver soit dans le cytoplasme soit entre les deux parois du kyste pour les Acanthamoeba 
spp. (Figure 15c) (Abd et al., 2005). 
 
a.  b.  c.  
Figure 15 : Tƌophozoïtes et kǇstes d’Acanthamoeba castellanii infectés par Vibrio cholerae. 
a. V. cholerae internalisée dans des vacuoles d’un trophozoïte 
b. V. cholerae libres dans le cytoplasme d’uŶ tƌophozoïte 
c. V. cholerae internalisée dans le cytoplasme et entre les 2 parois du kyste 
(Source : Abd et al., 2005) 
 C'est également le cas de bactéries pathogènes appartenant au genre 
Mycobacterium. La première mycobactérie découverte comme capable de survivre dans les 
amibes libres est l’espğĐe M. leprae qui est responsable du choléra (Jadin, 1975). En 2008, 
Lahiri et Krahenbuhl ont montré que M. leprae était capable de survivre 3 j dans 
A. castellanii (Lahiri et Krahenbuhl, 2008). L’espğĐe M. avium, qui cause des infections 
V. cholerae 
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respiratoires chez les personnes immunodéprimées, est capable de survivre dans 
A. castellanii et A. polyphaga (Cirillo et al., 1997 ; Whan et al., 2006). En 2006, il a été montré 
que plus de 26 espèces de Mycobacterium sont capables de survivre dans les trophozoïtes et 
les kǇstes d’A. polyphaga et que le passage dans les amibes entraine une augmentation de la 
résistance des Mycobacterium aux agents antimicrobiens et au traitements chlorés 
(Adekambi et al., 2006 ; Whan et al., 2006). En 2007, Yu et al. ont montré que certaines 
mycobactéries peuvent se multiplier au sein des Acanthamoeba spp. sans affecter leur 
viabilité. 
 Tout comme V. cholerae, Helicobacter pylori, agents responsables d’ulĐğƌes 
gastriques (Greub et Raoult, 2004 ; Winiecka-Krusnell et al., 2002), et Pseudomonas spp., 
impliquées dans des infections nosocomiales (Marciano-cabral et Cabral, 2003), sont 
capables de se multiplier dans les amibes libres sans les lyser. 
 De nombreuses autres ďaĐtĠƌies pathogğŶes pouƌ l’Hoŵŵe soŶt Đapaďles d’iŶteƌagiƌ 
avec les amibes libres. C’est le Đas paƌ eǆeŵple d’Escherichia coli (O157H7), de Klebsiella 
pneumoniae, de Staphylococcus aureus ou bien encore de Yersinia pestis. 
 D’autƌes bactéries, qui ne font actuellement pas partie de la liste des espèces 
ďaĐtĠƌieŶŶes pathogğŶes pouƌ l’Hoŵŵe et l’aŶiŵal paƌ l’APE (Agence de Protection de 
l’EŶǀiƌoŶŶeŵeŶtͿ, mais qui sont considérées comme de nouveaux pathogènes émergeants 
sont capables d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ les aŵiďes liďƌes. C’est le Đas, paƌ eǆeŵple, de Ŷouǀelles 
bactéries apparentées aux Chlamydiae qui sont prénommées Chlamydia-like (Greub, 2009). 
  1.6.4. Interaction avec les virus 
 Les amibes libres peuvent également héberger des virus. Elles sont par exemple 
connues pour abriter un des plus gros virus connus : le Mimivirus. Le Mimivirus peut 
eŶgeŶdƌeƌ Đhez l’Homme des infections respiratoires (La Scola, 2005 ; Raoult et al., 2007). Il 
a été montré que le Mimivirus était capable de se développer dans les Acanthamoeba spp. 
(La Scola et al., 2003). Le Mamavirus un virus relativement semblable, au génome encore 
plus gƌaŶd, a ĠtĠ ƌetƌouǀĠ daŶs uŶe souĐhe d’A. castellanii isolĠe d’uŶ sǇstğŵe de 
climatisation (La Scola et al., 2008). D’autƌes ǀiƌus géants comme le Marseillesvirus et 
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Lausannevirus ont également été retrouvés à l’iŶtĠƌieuƌ d’aŵiďes liďƌes ;BoǇeƌ et al., 2009 ; 
Thomas et al., 2011). 
 Des Coxsachievirus, et plus précisément le virus B3, a été retrouvé adsorbé à la 
surface et accumulé à l’iŶtĠƌieuƌ d’amibes libres (Mattana et al., 2006). La survie du virus 
semble indépendante des cycles réplicatifs et des ĐǇĐles d’eŶkǇsteŵeŶt-désenkystement. 
Lors des interactions avec les macrophages humains les amibes libres infectées peuvent 
libérer le virus. Les amibes libres contribuent à la survie de ce virus mais également à la 
tƌaŶsŵissioŶ du ǀiƌus à l’Homme (Mattana et al., 2006). 
 Il a été montré que les Echovirus se développent plus rapidement en présence 
d’aŵiďes. Ces ǀiƌus s’adsoƌďeŶt à la surface des amibes libres qui jouent alors un rôle dans la 
dissémination du virus (Baron et al., 1980 ; Danes et Cerva, 1981). 
 Les entérovirus peuvent également se fixer aux amibes libres. Cela leur permet de 
suƌǀiǀƌe plus loŶgteŵps daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, Ŷotamment pendant les périodes froides et 
de se propager (Greub et Raoult, 2004). 
 Une autre étude a recherché par PCR (Polymerase Chain Reaction) la présence 
d’adĠŶoǀiƌus Đhez Ϯϯϲ souĐhes d’aŵiďes liďƌes isolĠes daŶs des souƌĐes des îles CaŶaƌies. La 
présenĐe d’adĠŶoǀiƌus a ĠtĠ ƌetƌouǀĠe daŶs ϯϰ souĐhes d’aŵiďes. CeĐi laisse iŵagiŶeƌ Ƌue 
les amibes libres peuvent être un réservoir potentiel pour les adénovirus et faciliter leur 
tƌaŶsŵissioŶ à l’Homme (Lorenzo-morales, 2007a). 
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2. Mécanismes de différenciation chez les amibes libres 
 Comme mentionné précédemment, les amibes libres possèdent différents stades de 
différenciation. Elles ont au moins deux stades de développement : une forme végétative, 
nommée trophozoïte, et une forme de résistance, appelée kyste. Le passage de la forme 
trophozoïque à la forme kystique est nommé enkystement et le processus inverse est 
dénommé désenkystement. Le genre Naegleria possède également une forme flagellée qui 
ne sera pas abordée dans cette partie. 
 2.1. Enkystement 
 Au cours de ce travail de doctorat, les changements cellulaires, biochimiques et 
moléculaires qui se produisent lors de l'enkystement des amibes libres ont fait l’oďjet d’uŶe 
revue bibliographique publiée dans « Eukaryotic Cell ». L'article est présenté ci-après. 
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 2.2. Désenkystement 
 Le désenkystement est le passage de l'amibe d'un statut de dormance, le kyste, vers 
un statut métaboliquement actif, le trophozoïte. Il existe peu d'information concernant ce 
processus, en particulier sur les facteurs induisant le désenkystement et les mécanismes 
moléculaires mis en jeu. La majorité des travaux de recherche sont des études 
morphologiques, structurales et ultrastructurales de ce processus de différenciation. 
  2.2.1. Induction 
 Les études s'intéressant aux facteurs pouvant déclenchés le désenkystement des 
amibes libres sont relativement anciennes. En 1977, Kaushal et Shukla ont testé l'effet 
d'extraits aqueux bactériens d'Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Staphylococcus aureus, 
Sarcina lutea, Bacillus subtilis… suƌ l'aĐtiǀatioŶ du dĠseŶkǇsteŵeŶt Đhez Acanthamoeba 
culbertsoni. Ils ont montré que ces extraits bactériens sont effectifs pour l'induction du 
désenkystement et que les facteurs, présents dans les extraits aqueux d'E. coli et 
déclenchant le désenkystement, sont stables à la chaleur, dialysables et de bas poids 
moléculaires. Ces deux auteurs ont également pu induire le désenkystement avec de la 
peptone, du protéose peptone, du tryptone et des fractions riches en acides aminés (tout 
particulièrement l'acide glutamique suivi de la sérine, la thréonine et l'alanine). Enfin, ils ont 
observé que les facteurs induisant le désenkystement doivent être présents en continu pour 
que le processus soit mené à terme (Kaushal et Shukla, 1977a, b et c). 
 Une étude menée sur Naegleria gruberi, une amibe libre largement présente dans les 
sols, a montré qu'une augmentation légère de la concentration en dioxyde de carbone (CO2) 
dans l'environnement induit le désenkystement (Averner et Fluton, 1966). En effet, une 
légère augmentation de la teneur en CO2 dans les sols indique la présence de bactéries et 
signale donc un environnement favorable au développement des amibes. Cette observation 
a été confirmée plus tard par Blackler et Sommerville qui ont montré qu'une pression 
partielle de CO2 (pCO2) de 5 % et une température de 30 °C sont les conditions optimales 
pour le désenkystement de N. gruberi. Ils ont souligné le fait que le facteur induisant le 
désenkystement ne serait pas directement le CO2 mais l'acide carbonique (H2CO3) qui se 
forme par solvatation du CO2 dans l'eau (Blackler et Sommerville, 1988). 
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  2.2.2. Changements morphologiques et structuraux 
 Plusieurs travaux de recherche se sont intéressés aux changements morphologiques 
et structuraux qui s'opèrent lors du désenkystement des amibes libres. Ces travaux ont été 
basés sur l'utilisation de différentes techniques de microscopie optique (fond clair, contraste 
de phase…Ϳ et ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue ;ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtronique à balayage et 
microscopie électronique en transmission). La majorité des études a été menée sur le genre 
Acanthamoeba et en particulier l'espèce A. castellanii. Il existe aussi quelques données sur le 
genre Naegleria. 
 En 1971 Mattar et Byers ont observé par microscopie optique le désenkystement 
d'A. castellanii. Ils ont ainsi pu décrire et nommer les grandes étapes du processus de 
désenkystement qui sont détaillés dans la figure 16. Tout d'abord, le kyste mature est 
sphérique, entouré d'une paroi double couche (endokyste et ectokyste) et des granules 
lipidiques sont présents en bordure de l'amibe. Puis vient la phase d'activation du kyste, les 
granules lipidiques disparaissent et de larges globules apparaissent au centre de l'amibe. Suit 
l'étape de pré-émergence précoce où l'amibe se détache de l'endokyste formant ainsi un 
espace entre la cellule et la paroi. Durant cette étape une large vacuole apparait au centre 
de l'amibe. Par la suite, l'étape de pré-émergence tardive où le cytoplasme bourgeonne et 
commence à traverser la paroi kystique. Enfin, au cours de la dernière étape, l'amibe est 
complètement émergée et la paroi du kyste est vide (Mattar et Byers, 1971). La figure 17 
montre ces différentes étapes observées en microscopie optique. 
CHAPITRE I 
39 
 
  
Figure 16 : Les étapes du désenkystement chez A. castellanii. 
(Source : Mattar et Byers, 1971) 
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Figure 17 : Les étapes du désenkystement chez Acanthamoeba observées en microscopie 
optique. 
1 : Kyste mature, 2-4 : Pré-émergence, 5-9 : Émergence, 10 : Trophozoïte et kyste vide (Source : 
http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Sarcodina/acanth/03.html En ligne le 21/08/13) 
 L'année suivante Chamber et Thompson ont suivi le désenkystement d'A. castellanii 
par microscopie électronique à balayage (MEB) et ont pu mettre en évidence sur la surface 
des kystes matures la présence d'ostioles identifiables par la présence d'un opercule délimité 
par une arête circulaire. Le premier signe de l'émergence, observé en MEB, est l'apparition 
d'un bourgeon cytoplasmique à travers un ostiole où l'opercule a été enlevé. Puis le 
trophozoïte sort entièrement à travers cet ostiole. Après l'étape d'émergence, le kyste vide 
est identique aux kystes matures à l'exception de l'ostiole qui est ouvert (Chamber et 
Thompson, 1972). Les différentes étapes du désenkystement observées en MEB sont 
présentées dans la figure 18. 
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a b c d  
Figure 18 : Les étapes du désenkystement chez Acanthamoeba spp. observées en 
microscopie électronique à balayage. 
 a : Kyste mature, b : Pré-emergence, c : Emergence du trophozoïte (A : Acanthapodes), d : 
kyste vide (OS : Ostiole)  
(Source : http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Sarcodina/acanth/03.html En ligne le 21/08/13) 
 
 Puis, le désenkystement d'A. castellanii a été investigué à plusieurs reprises par des 
techniques de microscopie électronique à transmission (MET). C'est le cas de Chávez-
Munguía et al. qui en 2005 puis en 2013 ont étudié l'ultrastructure d'A. castellanii durant les 
processus de différenciation. Pendant les premières étapes du désenkystement ils ont pu 
observer l'apparition en abondance dans le cytoplasme de petits granules denses de 30-
50 nm de diamètre. Beaucoup d'entre eux sont localisés près de la membrane plasmique 
dans la région des ostioles (Figure 19). Dans un deuxième temps, dans les régions des 
ostioles, des projections cytoplasmiques avec soit un pseudopode (Figure 20a) soit des 
structures endocytiques qui encerclent l'opercule ont été observées (Figure 20b). L'amibe se 
déplace vers l'ostiole d'où elle finira par émerger (Chávez-Munguía et al., 2005 et 2013). 
 
 
 
CHAPITRE I 
42 
 
a b  
Figure 19 : Petits granules denses observés lors du désenkystement d'A. castellanii. 
Ostiole (Os), opercule (Op), petits granules denses (fléches). (Source : Chávez-Munguía et al., 2005) 
 
a b  
Figure 20 : Pseudopode et structure endocytique observés dans la région de l'ostiole lors du 
désenkystment d'A. castellanii. 
Pseudopode (P), paroi kystique (CW), ostiole (Os), opercule (Op), structure endocytique (ES) 
(Source : Chávez-Munguía et al., 2013) 
 Il existe également quelques publications faisant référence au processus de 
désenkystement chez le genre Naegleria. Le processus de désenkystement chez Naegleria 
est assez similaire à celui observé chez Acanthamoeba. Le kyste mature des Naegleria est 
sphérique, entouré d'une paroi qui semble être simple couche et présente plusieurs ostioles 
scellés par un opercule d'où émerge l'amibe durant le désenkystement (Chávez-Munguía et 
al., 2009). 
 
Os Op 
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  2.2.3. Mécanismes moléculaires 
 Actuellement il n'existe que très peu de données relatives aux mécanismes 
moléculaires impliqués dans le désenkystement des amibes libres. Quelques études se sont 
intéressées au contenu macromoléculaire (ADN, ARN et protéines) des amibes durant le 
désenkystement et sur l'effet d'inhibiteurs spécifiques des étapes de réplication de l'ADN, 
transcription de l'ADN en ARNm et traduction des ARNm en protéines. D'autres études se 
sont penchées sur les enzymes impliquées lors du désenkystement. L'ensemble des données 
est détaillé dans les paragraphes suivants. 
 En 1971, Mattar et Byers ont étudié le processus de désenkystement chez 
A. castellanii et ont testé l'effet de trois inhibiteurs sur le processus de désenkystement : 
l'hydroxyurée qui bloque la réplication de l'ADN, l'actinomycine D qui bloque la transcription 
de l'ADN en ARNm et la cycloheximide qui bloque la traduction des ARNm en protéines. 
L'hydroxyurée n'a pas d'effet sur le désenkystement d'A. castellanii ce qui est parfaitement 
logique avec les résultats publiés la même année par Rudick qui a montré que dès les 
premiers stades de l'enkystement la réplication de l'ADN est bloqué en phase G1 (Rudick, 
1971). L'actinomycine D bloque le processus de désenkystement ce qui montre que la 
transcription est impliquée dans ce processus même si les auteurs ont pu mettre en 
évidence que la majorité des ARNm sont synthétisés avant l'induction du désenkystement. 
La cycloheximide bloque complètement le processus de désenkystement chez A. castellanii 
ce qui montre que la traduction est une étape indispensable au phénomène de 
désenkystement (Mattar et Byers, 1971). 
 En 1978 Kaushal et Shulka ont fait une étude similaire chez A. culbertsoni. Ils ont tout 
d'abord évalué la quantité de macromolécules (ADN, ARN et protéines) présente lors du 
processus du désenkystement (Figure 21). Ces données ont révélées que, durant le 
désenkystement, il y a une augmentation significative de la quantité de protéines, une 
augmentation marginale de la quantité des ARN et une très faible synthèse d'ADN. Ils ont 
également testé l'effet de deux inhibiteurs sur ce processus : l'actinomycine D et la 
mitomycine C qui est aussi un inhibiteur de la transcription. Ils ont montré que ces 
inhibiteurs ont très peu d'effets sur le désenkystement. Ceci suggère que la transcription 
n'est pas fortement impliquée dans le désenkystement, les ARNm codant pour les protéines 
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impliquées dans le désenkystement doivent déjà être présents dans le kyste avant 
l'induction du désenkystement. Ces résultats sont divergeant de ceux de Mattar et Byers qui 
ont montré que chez A. castellanii, même si la majorité des ARNm sont synthétisés avant 
l'étape d'induction du désenkystement, l'étape de transcription est nécessaire. Il semble 
exister des différences en fonction des espèces d'Acanthamoeba. Kaushal et Shulka ont 
également testé la cycloheximide qui bloque à 100 % le désenkystement ce qui confirme que 
la traduction est une étape clé du processus de désenkystement chez les Acanthamoeba 
spp. (Kaushal et Shulka, 1978a et b). 
 
Figure 21 : Contenu macromoléculaires et désenkystement d'A. culbertsoni. 
(Source : Kaushal et Shulka, 1978) 
 Chez Naegleria gruberi l'actinomycine D bloque le désenkystement, ce qui montre 
que chez cette espèce la transcription est nécessaire à ce processus (Blackler et Sommerville, 
1988). 
 En 1976 Kaushal et Shukla ont montré que pendant le désenkystement 
d'A. culbertsoni il y a la synthèse de deux protéases, d'une cellulase et d'une chitinase. Ils ont 
montré que les deux protéases sont sécrétées durant les phases précoces du 
désenkystement alors que la cellulase et la chitinase sont libérées seulement après 48 h ce 
qui est concomitant avec l'apparition des kystes vides. La formation d'une ouverture dans la 
paroi kystique est une étape indispensable au processus de désenkystement et Neal (1960) a 
suggéré que le pore, par lequel l'amibe sort, est produit par l'action d'enzymes localisées ou 
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synthétisées au niveau de la membrane cellulaire. La sécrétion précoce des protéases par les 
kystes d'A. culbertsoni suggère qu'elles jouent un rôle important dans le désenkystement. La 
cellulase et la chitinase, quant à elles, sont libérées seulement après l'étape d'émergence et 
semblent être impliquées dans la dégradation des parois des kystes vides libérant ainsi des 
composés pouvant être utilisés pour la croissance cellulaire (Kaushal et Shukla, 1976). 
 Une étude beaucoup plus récente a montré qu'une famille particulière de protéase, 
les sérines protéases, sont impliquées dans le désenkystement d'A. castellanii. En effet 
Dudley et al. ont d'abord montré que le phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), un inhibiteur 
des sérines protéases, bloque le désenkystement. Ces auteurs ont ensuite testé l'effet de 
différents petits ARN interférents ou siRNA (small interfering RNA) spécifiques des sites 
catalytiques de plusieurs sérines protéases identifiées chez A. castellanii et ont obtenu, là 
aussi, une inhibition du désenkystement (Dudley et al., 2008). Ceci montre que l'activité 
sérine protéase serait cruciale au processus de désenkystement chez A. castellanii. 
 2.3. Bilan 
 Cette synthèse bibliographique portant sur l'enkystement et le désenkystement chez 
les amibes libres met en évidence un réel manque d'information sur ces processus. La 
majorité des études porte sur les genres Acanthamoeba et Naegleria en raison de leur 
pouvoir pathogène. En revanche, il n'existe presque aucune publication faisant référence 
aux processus de différenciation chez le genre Hartmannella et les espèces Vermamoeba 
vermiformis et Balamuthia mandrillaris. 
 Etant donné que les kystes sont beaucoup plus résistants aux traitements de 
désinfection que les trophozoïtes la plupart des études s'est focalisée sur le processus 
d'enkystement. Avant 2000, la majorité des études portait sur les facteurs induisant 
l'enkystement et sur les modifications morphologiques et structurales qui s'opèrent lors du 
passage du trophozoïte au kyste. Depuis, les chercheurs essayent d'identifier et de 
comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de l'enkystement. 
 Concernant le processus de désenkystement, il existe vraiment peu de données. La 
plupart des travaux de recherche porte sur les changements morphologiques et structuraux 
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observés lors du désenkystement. Les mécanismes moléculaires impliqués lors du 
désenkystement ne sont actuellement pas connus. 
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3. Résistance des amibes libres aux traitements de désinfection 
 Depuis le début des années 1980, de nombreuses études ont été menées afin 
d’Ġǀalueƌ l’effiĐaĐitĠ des pƌoĐĠdĠs de dĠsinfection vis-à-vis des amibes libres. Cependant, la 
majorité des tƌaǀauǆ ŵeŶĠs s’iŶtĠƌesse au genre Acanthamoeba qui est responsable de 
kératites. Ces travaux traitent de biocides utilisés dans le cadre de la désinfection des 
lentilles de contact. Il Ŷ’existe que peu de publications évaluant la résistances des amibes 
libres aux traitements de désinfection utilisés dans les RECS, les filiğƌes de pƌoduĐtioŶ d’eau 
potable et les TAR (Loret et al., 2005, 2008a et b ; Srikanth et Berk, 1993 ; Thomas et al., 
2004). 
 Chez les aŵiďes, il est diffiĐile d’Ġǀalueƌ de ŵaŶiğƌe pƌĠĐise l’effiĐaĐitĠ des ďioĐides et 
de Đoŵpaƌeƌ les ƌĠsultats de diffĠƌeŶtes Ġtudes Đaƌ aĐtuelleŵeŶt il Ŷ’eǆiste pas de ŵĠthode 
de référence standardisée comme cela est le cas chez certains virus et bactéries. Les 
ŵĠthodes et les souĐhes utilisĠes diffĠƌeŶt d’uŶe Ġtude à l’autƌe. Les ŵilieuǆ et ĐoŶditioŶs 
de Đultuƌe des tƌophozoïtes, la façoŶ d’eŶkǇsteƌ les aŵiďes, la pƌĠpaƌatioŶ des kǇstes, l’âge 
des kystes ou bien encore la technique utilisée pour évaluer la viabilité des kystes après 
traitement varient selon les études ce qui rend très difficile la comparaison des résultats 
(Anger et Lally, 2008 ; Buck et al., 2000 ; Hughes et al., 2003a ; Pumidonming et al., 2010). 
De plus, il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’effet d’uŶ biocide peut varier en fonction de sa formulation 
(Johnston et al., 2009). 
 Il existe deux grandes classes de traitements de désinfection : les traitements 
phǇsiƋues d’uŶe paƌt et les tƌaiteŵeŶts ĐhiŵiƋues d’autƌe paƌt. Les paƌagƌaphes suiǀaŶts 
pƌĠseŶteŶt uŶ Ġtat de l’aƌt eǆhaustif des ĐoŶŶaissaŶĐes aĐtuelles suƌ l’effiĐaĐitĠ des 
différents traitements de désinfection à l'égard des amibes libres. 
 3.1. Traitements physiques 
  3.1.1. Traitements thermiques 
 Il est reconnu que les amibes sont sensibles aux températures élevées (> 100 °C) et 
aux temps de contact prolongés utilisés pour la désinfection et la stérilisation dans de 
nombreuses applications. Ceci a été démontré, par exemple, pour la stérilisation du matériel 
chirurgical (Meisler et al., ϭϵϴϱͿ. Les hautes teŵpĠƌatuƌes oŶt pouƌ effet d’iŶaĐtiǀeƌ les 
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eŶzǇŵes, de Đoaguleƌ les pƌotĠiŶes de stƌuĐtuƌe et de ďloƋueƌ la ƌĠpliĐatioŶ de l’ADN Đe Ƌui 
entraîne la mort de la cellule. Les températures moins élevées ont une efficacité variable en 
foŶĐtioŶ du geŶƌe et de l’espğĐe ĐoŶsidĠƌĠe et ĠgaleŵeŶt eŶ foŶĐtioŶ de la forme sous 
laƋuelle se tƌouǀe l’aŵiďe ;tƌophozoïte ou kǇsteͿ. 
 Pour le genre Acanthamoeba différentes études ont été menées. En 2000, Turner et 
al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les tƌophozoïtes d’A. castellanii sont inactivés par une exposition de 
30 min à une chaleur humide de 46 °C aloƌs Ƌu’uŶe teŵpĠƌatuƌe de ϱϲ °C est nécessaire 
pour inactiver les kystes (Turner et al., 2000). En 2002, Aksozek et al., ont démontré que les 
kǇstes d’A. castellanii ne résistent pas à 5 min à 65 °C (Aksozek et al., 2002). Ces résultats 
sont divergents avec ceux obtenus par Ludwig et al. Ƌui affiƌŵeŶt Ƌu’il est ŶĠĐessaiƌe 
d’eǆposeƌ peŶdaŶt ϭϬ min à une chaleur humide de 80 °C les kǇstes d’A. castellanii et 
d’A. polyphaga pour pouvoir les inactiver (Ludwig et al., 1986). En 2004, Storey et al. ont 
signalé que les kystes provenant de deux souĐhes d’Acanthamoeba theƌŵotolĠƌaŶtes, l’uŶe 
isolĠe d’uŶ patieŶt atteiŶt de kĠƌatite aŵiďieŶŶe et l’autƌe isolĠe d’uŶ geǇseƌ, soŶt ƌĠsistaŶts 
à une exposition de 10 min à une chaleur humide de 80 °C (Storey et al., 2004). 
 Pour Balamuthia mandrillaris, seule représentante du genre Balamuthia, Siddiqui et 
al. ont étudié sa résistance aux conditions hostiles. Il semble que cette espèce soit très 
tolérante aux hautes températures. En effet, ces auteurs ont montré que les trophozoïtes et 
les kystes de B. madrillaris étaient respectivement viables après une exposition de 60 min à 
60 °C et de 60 min à 70 °C (Siddiqui et al., 2008). 
 Les Naegleria spp. semblent moins résistantes à la température. En 1978, Chang a 
montré que les trophozoïtes de Naegleria résistent à 30, 10, 5, 1 et 0,5 min et les kystes à 
120, 60, 30, 7 et 2,5 min à des températures respectives de 51, 55, 58, 63 et 65 °C (Chang, 
1978). 
 Pour ce qui concerne l'espèce Vermamoeba vermiformis, Kutcha et al. ont constaté 
que seul 0,05 % des trophozoïtes et des kystes survivent après 30 min passées à 55 °C et que 
ni les trophozoïtes ni les kystes ne résistent à une exposition de 30 min à 60 °C (Kutcha et al., 
1993). 
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  3.1.2. Filtration 
 Peu d’Ġtudes se soŶt iŶtĠƌessĠes à l’effiĐaĐitĠ des procédés de filtration pour 
l’ĠliŵiŶatioŶ des aŵiďes liďƌes. 
 La première étude a été réalisée en 2001 par Hoffmann et Michel. Ils ont suivi la 
pƌĠǀaleŶĐe des aŵiďes liďƌes au Đouƌs du pƌoĐĠdĠ de dĠsiŶfeĐtioŶ de l’eau dans six usines de 
potabilisation. Ils ont observé, apƌğs l’Ġtape de floĐulatioŶ-sédimentation-filtration une 
ƌĠduĐtioŶ d’uŶ faĐteuƌ 10 à 100 fois de la concentration initiale en amibes (Hoffmann et 
Michel, 2001). En 2005, Jeong et Yu ont fait une étude similaire dans trois usines de 
tƌaiteŵeŶt d’eau potaďle. Apƌğs l’Ġtape de pƌĠĐipitatioŶ, ils ont retrouvé, dans les trois 
usiŶes, la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes. Apƌğs la pƌeŵiğƌe Ġtape de filtration par sable, ils ont 
ŶotĠ la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes daŶs deuǆ usines. Suite à la deuxième étape de filtration, 
ƌĠalisĠe aǀeĐ uŶ filtƌe à ĐhaƌďoŶ aĐtif, ils Ŷ’oŶt pas ƌetƌouǀĠ d’aŵiďes liďƌes ;JeoŶg et Yu, 
2005). En 2008, Thomas et al. ont également investigué la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes loƌs des 
différentes étapes du processus de potabilisation des eaux. Leurs résultats sont en 
adéquation avec les deux études précédentes. Ainsi, ils ont noté une diminution de 10 à 100 
fois du Ŷoŵďƌe d’aŵiďes liďƌes apƌğs l’Ġtape de filtƌatioŶ suƌ saďle et ont également observé 
une diminution de la diversité amibienne suite à cette étape. Apƌğs l’Ġtape de filtƌatioŶ suƌ 
charbon actif granulaire, ils Ŷ’oŶt plus dĠteĐtĠ la pƌĠseŶĐe d’aŵiďes liďƌes ;Thoŵas et al., 
2008). 
 Les procédés de filtration semblent donc effiĐaĐes pouƌ l’ĠliŵiŶation des amibes 
libres au cours du traitement des eaux pour leur potabilisation. 
  3.1.3. Irradiation 
   3.1.3.1. Ultraviolets (UV) 
 Les radiations UV sont largement utilisées pour la dĠsiŶfeĐtioŶ de l’eau et oŶt uŶe 
action létale sur les microorganismes grâce à la formation de diŵğƌes de thǇŵiŶe daŶs l’ADN 
qui bloquent la réplication. Les radiations UV ont également un effet sur les ARN et les 
enzymes. 
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 Comparées à d’autƌes pƌotozoaiƌes, Đoŵŵe Cryptosporidium parvum, il existe moins 
de doŶŶĠes suƌ l’effiĐaĐitĠ des ƌadiatioŶs UV à l’eŶĐoŶtƌe des aŵiďes liďƌes. EŶ ϮϬϬϲ, HijŶeŶ 
et al. ont publié une revue sur la résistance aux radiations UV de différents virus, bactéries, 
kystes et ookystes de protozoaires. Il en ressort que les virus, les spores de bactéries et les 
kǇstes d’Acanthamoeba sont les plus résistants aux radiations UV (Hijnen et al., 2006). En 
2003, Maya et al. ont évalué la résistance des bactéries et des amibes aux traitements par 
radiatioŶs UV. Ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶaĐtiǀatioŶ des aŵiďes requiert des doses plus élevées 
en radiations que celle des bactéries. Ils ont démontré que pour avoir une réduction de 2 
log10 des concentrations en amibes, il fallait les exposer à des radiations de 60 mJ.cm
-2. Dans 
cette étude, ils ont également comparé la résistance des trophozoïtes et des kystes et ont 
montré que les trophozoïtes sont sensibles aux radiations UV alors que les kystes y sont très 
résistants (Maya et al., 2003). 
 Plusieuƌs Ġtudes se soŶt iŶtĠƌessĠes à la ƌĠsistaŶĐe des kǇstes d’Acanthamoeba spp. 
aux radiations UV. Siddiqui et al. ont étudié les kystes d’A. castellanii et oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’ils 
sont résistants à une exposition aux UV-B de 800 mJ.cm-2 (Siddiqui et al., 2008). La même 
année, Loret et al. ont montré que pour obtenir une réduction de 4 log10 de la concentration 
en kystes chez A. polyphaga une exposition à des radiations UV de 40 mJ.cm-2 était 
nécessaire (Loret et al., 2008b). Lonnen et al. oŶt ĠǀaluĠ l’effiĐaĐitĠ des tƌaiteŵeŶts paƌ 
irradiation solaire (SODIS) et par photo-catalyse solaire (TiO2) chez A. polyphaga. Ils ont 
constaté que les trophozoïtes sont sensibles à ces traitements alors que les kystes ne le sont 
pas (Lonnen et al., ϮϬϬϱͿ. UŶe autƌe Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue les kǇstes d’A. polyphaga sont 
résistants au traitement par irradiation solaire (85 mJ.s-1.cm-2) (Heaselgrave et al., 2006). 
Cependant, Heaselgrave et al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’eŶ associant ce traitement par irradiation 
solaire avec une augmentation de la teŵpĠƌatuƌe de l’eau il Ǉ aǀait uŶe diŵiŶutioŶ de la 
viabilité. Après 6 h de traitement à des températures de 45 et 50 °C, ils ont constaté 
respectivement une réduction de 1,2 et 3,6 log10. Après 4 h de traitement à 55 °C, ils ont 
observé une réduction de 3,3 log10 (Heaselgrave et al., 2006).  
 B. mandrillaris est résistante à une exposition aux UV-B de 200 mJ.cm-2. Cette espèce 
est plus sensible aux radiations UV-B Ƌu’A. polyphaga (Siddiqui et al., 2008). 
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 Concernant le genre Naegleria, une seule publication relate leur résistance aux 
radiations UV (Hillebrandt et Müller, 1991). Elle montre que 61 % des kystes de N. gruberi 
sont encore viables après une exposition aux UV de 21,6 mJ.cm-2. Les auteurs ont également 
démontré, Ƌu’eŶ tƌaitaŶt les aŵiďes aǀeĐ des iŶhiďiteuƌs des ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠpaƌatioŶ de 
l’ADN, l’effiĐaĐitĠ des ƌadiatioŶs UV est augmentée. Ceci témoigne de la présence de 
mécanismes effiĐaĐes de ƌĠpaƌatioŶ de l’ADN chez les Naegleria (Hillebrandt et Müller, 
1991). 
 Il Ŷ’eǆiste, aĐtuelleŵeŶt, auĐuŶe puďliĐatioŶ faisaŶt ŵeŶtioŶ de la ƌĠsistaŶĐe aux 
radiations UV des amibes appartenant aux genres Vermaoeba et Hartmannella. 
   3.1.3.2. Rayons gamma 
 Les radiations gamma sont utilisées dans de nombreux procédés de désinfection et 
de stĠƌilisatioŶ. Elles soŶt utilisĠes daŶs diffĠƌeŶts seĐteuƌs d’aĐtiǀitĠ tels que 
l’agƌoaliŵeŶtaiƌe, le pharmaceutique ou bien encore le médical. Les radiations gamma sont 
des sources hautement énergétiques, capables de pénétrer facilement dans la cellule et de 
ĐƌĠeƌ des doŵŵages au Ŷiǀeau de l’ADN et de la stƌuĐtuƌe ŵolĠĐulaiƌe eŶtƌaiŶaŶt la ŵoƌt de 
la cellule (McDonnell, 2007). 
 Une seule étude a été menée sur la résistance des amibes libres aux radiations 
gamma. Cette étude a été réalisée par Aksozek et al. et souligne que les kystes 
d’A. castellanii sont résistants à une exposition aux radiations gamma de l’oƌdƌe de 2,5 kGy 
(Aksozek et al., 2002). A titƌe d’exemple, les kystes de Giardia lamblia, un autre protozoaire, 
sont sensibles à une exposition dix fois plus faible (Sundermann et Estridge, 2010). Ceci 
suggère que les amibes du genre Acanthamoeba ont des mécanismes de réparation de 
l’ADN tƌğs effiĐaĐes. 
   3.1.3.3. Rayons X 
 Les rayons X, comme les radiations gamma, sont hautement énergétiques et ont un 
fort pouvoir pénétrant dans les cellules. A haute dose, ils sont capables de modifier la 
structure ŵolĠĐulaiƌe de la Đellule et d’eŶdoŵŵageƌ l’ADN. L’utilisatioŶ des ƌaǇoŶs X est 
largement répandue en médecine pour la radiographie et la radiothérapie. Cependant, ils ne 
sont que peu utilisés dans les processus de désinfection. 
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 “eule uŶe Ġtude s’est iŶtéressée à la résistance des amibes libres aux rayons X. Cette 
étude a été réalisée sur des kystes de N. gruberi et les auteurs ont montré qu’ils ĠtaieŶt très 
ƌĠsistaŶts auǆ ƌaǇoŶs X ĐoŵpaƌĠs à d’autƌes pƌotozoaiƌes (Hillebrandt et Müller, 1991). En 
effet après une exposition à 17,4 kGy, 60 % des kystes de N. gruberi sont toujours viables, 
alors que chez Dictyostelium discoideum seul 50 % des kystes sont viables après une 
exposition de 2 kGy (Deering, 1968). Ceci suggère que, comme les amibes du genre 
Acanthamoeba, les amibes du genre Naegleria oŶt des ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠpaƌatioŶ de l’ADN 
très efficaces.  
   3.1.3.4. Micro-ondes  
 Les micro-oŶdes soŶt Đapaďles de ŵettƌe eŶ ŵouǀeŵeŶt les ŵolĠĐules d’eau 
contenue dans les cellules, et de créer ainsi de la chaleur. Hiti et al. se sont intéressés à 
l’effet de Đes oŶdes suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes de diffĠƌeŶtes espğĐes 
d’Acanthamoeba. Ils ont montré Ƌue les tƌophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba spp. 
sont très sensibles à ces ondes et Ƌu’ils Ŷe ƌĠsisteŶt pas à 3 min d’eǆpositioŶ auǆ ŵiĐƌo-
ondes (2450 MHz, 600 W) (Hiti et al., 2001). 
  3.1.4. Très basses températures 
 Les très basses températures peuvent avoir un effet létal sur certains 
microorganismes qui est dû à une déstructuration causée par la congélatioŶ de l’eau 
ĐoŶteŶue daŶs la Đellule. La ĐoŶgĠlatioŶ de l’eau daŶs la Đellule eŶtƌaîŶe uŶe peƌtuƌďatioŶ de 
la perméabilité due à la solidification des lipides membranaires et une augmentation de la 
pression osmotique dans la cellule. Enfin, elles peuvent entrainer un écrasement ou une 
perforation de la cellule liée à l’aĐtioŶ ŵĠĐaŶiƋue des Đƌistauǆ de glaĐe. 
 Deuǆ tƌaǀauǆ de ƌeĐheƌĐhe, l’uŶ in vitro (Matoba et al., 1989) et l’autƌe à l’ĠĐhelle 
clinique (Meisler et al., 1986), se sont intéressés à la résistaŶĐe d’Acanthamoeba spp. à 
plusieurs cycles rapides de congélation à -100 °C. Ces travaux ont montré que les 
tƌophozoïtes d’Acanthamoeba spp. sont sensibles à la cryothérapie alors que les kystes y 
sont résistants. 
 Certains auteurs se sont également interrogés sur la résistance des amibes libres à 
des cycles répétés de congélation-décongélation. Ils ont montré que ces cycles ont peu 
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d’effet sur les kystes de B. mandrillaris (5 cycles de -80 °C à 37 °C) (Siddiqui et al., 2008) et 
sur les kǇstes d’A. castellanii (5 cycles de -160 °C à 45 °C) (Aksozek et al., 2002). 
  3.1.5. Arcs pulsés électriques 
 Les arcs pulsés électriques sont capables de détruire les barrières membranaires des 
bactéries et des levures (Schrive, 2005). Ceci est dû d’uŶe paƌt, à la polarisation des cellules 
et d’autƌe paƌt, aux ondes de choc produites par les arcs. Une étude a été menée sur la 
résistance des trophozoïtes de N. lovaniensis aux arcs pulsés électriques. Elle a montré que 
les trophozoïtes y sont sensibles (Vernhes et al., 2002). Cependant, aucune information 
Ŷ’eǆiste suƌ la ƌĠsistaŶĐe des kǇstes auǆ aƌĐs pulsĠs ĠleĐtƌiƋues. 
 3.2. Traitements chimiques 
  3.2.1. Halogènes 
 Le Đhloƌe, le ďƌoŵe et l’iode soŶt des ĐoŵposĠs halogĠŶĠs laƌgeŵeŶt utilisĠs pouƌ la 
désinfection. Ces composĠs, uŶe fois dissous daŶs l’eau, liďğƌeŶt des espğĐes ƌĠaĐtiǀes Ƌui 
possğdeŶt uŶ foƌt pouǀoiƌ ďioĐide. AĐtuelleŵeŶt leuƌ ŵode d’aĐtioŶ Ŷ’est pas eŶtiğƌeŵeŶt 
connu. Il semblerait, cependant, que le phénomène d’oǆǇdatioŶ soit prépondérant 
(McDonnell, 2007). Ces composés sont largement utilisés dans le domaine médical et pour la 
dĠsiŶfeĐtioŶ de l’eau et des suƌfaĐes. L’effiĐaĐitĠ des ĐoŵposĠs halogénés varie en fonction 
de plusieurs paramètres comme la teneur en matières organiques et inorganiques et les 
caractéristiques physico-ĐhiŵiƋues de l’eau. Par exemple, pour le chlore, la forme HOCl, qui 
est l’espğĐe la plus ďioĐide, est la plus aĐtiǀe pour des valeurs de pH comprises entre 4 et 7. 
La teŵpĠƌatuƌe iŶflueŶĐe aussi l’effiĐaĐitĠ de Đes ĐoŵposĠs halogĠŶĠs, les températures 
fƌoides eŶtƌaiŶaŶt uŶe diŵiŶutioŶ de l’aĐtiǀitĠ ďioĐide. 
   3.2.1.1. Chlore et ses composés 
 Le chlore peut être utilisé sous différentes formes pour la désinfection : sous forme 
de gaz, le dichlore (Cl2), sous forme anhydre avec l'hyplochorite de sodium (NaClO) qui est 
également trouvé en solution aqueuse communément appelée « eau de javel », ou sous 
forme de composés inorganiques comme la monochloramine. 
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 Le chlore (Cl2 et NaClO) 
 De nombreuses études se sont intéressées à la résistance des amibes libres aux 
traitements chlorés. La plupart des études ont été réalisées in vitro, il en ressort que le 
Đhloƌe à uŶe effiĐaĐitĠ ǀaƌiaďle eŶ foŶĐtioŶ de la foƌŵe de diffĠƌeŶĐiatioŶ de l’aŵiďe 
;tƌophozoïte ou kǇsteͿ et eŶ foŶĐtioŶ du geŶƌe et de l’espèce. Les paragraphes qui suivent 
recensent quelques-uns de ces travaux. 
 Chez Acanthamoeba spp., plusieurs études in vitro ont été menées et certaines font 
référence à la résistance des trophozoïtes aux traitements chlorés. En 1980, Cursons et al. 
ont étudié la résistance des trophozoïtes d’A. castellanii et d’A. culbertsoni aux traitements 
ĐhloƌĠs. Ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe eǆpositioŶ des tƌophozoïtes d’A. castellanii et d’A. culbertsoni 
à des concentrations en chlore respectivement de 1,02 mg.L-1 et 1,25 mg.L-1 pendant 30 min 
peƌŵettait d’iŶaĐtiǀeƌ la totalitĠ des Đellules ;CuƌsoŶs et al., 1980). Une autre étude a 
ŵesuƌĠ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ Đhloƌe ŵiŶiŵale Ƌui peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ les tƌophozoïtes 
d’Acanthamoeba spp. et a dĠteƌŵiŶĠ Ƌu’uŶe eǆpositioŶ peŶdaŶt ϴ h à une concentration de 
1 mg.L-1 est ŶĠĐessaiƌe ;CƌitĐhleǇ et BeŶthaŵ, ϮϬϬϵͿ. UŶe Ġtude ƌĠĐeŶte a ŵoŶtƌĠ Ƌu’eŶ 
eǆposaŶt les tƌophozoïtes d’A. castellanii pendant 30 s à 5 mg.L-1 99,9 % des cellules perdent 
leur cultivabilité (Mogoa et al., 2010). Cependant, seulement 90 % des cellules sont 
perméabilisées ce qui suggère que 10 % des trophozoïtes sont viables mais non cultivables 
après traitement. Les auteurs ont également souligné une diminution de la taille des cellules 
et une augmentation du niveau de thiol intracellulaire. Mogoa et al. ont aussi étudié les 
changements structuraux induits par le chlore par microscopie électronique. Ainsi, ils ont 
observé une condensation des cellules, la disparition des pseudopodes et des modifications 
dans les organelles telles que le noyau et les mitochondries (Mogoa et al., 2010). Les travaux 
conduits par Howard et Inglis ont montré des résultats divergents par rapport aux 
pƌĠĐĠdeŶts ;Hoǁaƌd et IŶglis, ϮϬϬϱͿ. DaŶs Đette Ġtude, les tƌophozoïtes d’A. astronyxis ont 
été traités à des concentrations en chlore beaucoup plus élevées (10, 20, 50 et 100 mg.L-1 
pendant 30 min). Après chaque traitement, même si une forte diminution de la survie a été 
notée, des trophozoïtes viables ont été énumérés (Howard et Inglis, 2005). L’Ġtude de Garcia 
et al. s’est iŶtĠƌessĠe à la ƌĠsistaŶĐe des tƌophozoïtes d’A. polyphaga, infectés ou non par 
L. pneumophila, à l’hǇpoĐhloƌite de sodiuŵ. Les tƌaiteŵeŶts à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs iŶfĠƌieuƌes 
ou égales à 128 mg.L-1 pendant 22 ou 46 h Ŷ’oŶt auĐuŶ effet sur les trophozoïtes 
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d’A. polyphaga. Les traitements à 256 mg.L-1 montrent une réduction supérieure à 80 % de la 
viabilité des trophozoïtes non-infectés et comprise entre 7 et 40 % pour ceux infectés. Ces 
mêmes auteurs ont observé que pour tuer 50 % des trophozoïtes infectés, une 
concentration en NaOCl de 512 mg.L-1 est nécessaire. Ceci montre que les trophozoïtes 
d’A. polyphaga infectés par L. pneumophila soŶt plus ƌĠsistaŶts à l’hǇpoĐhloƌite de sodiuŵ 
que les trophozoïtes non infectés. Les L. pneumophila qui ont séjournées dans les amibes 
soŶt ĠgaleŵeŶt plus ƌĠsistaŶtes à l’hǇpoĐhloƌite de sodiuŵ Ƌue Đelles ĐultiǀĠes eŶ aďseŶĐe 
d’aŵiďes. CeĐi laisse sous-eŶteŶdƌe uŶe pƌoteĐtioŶ ƌĠĐipƌoƋue eŶǀeƌs l’hǇpoĐhloƌite de 
sodium entre A. polyphaga et L. pneumophila (Garcia et al., 2007). 
 Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp. sont très résistants 
aux traitements chlorés. En 1976, De Jonckheere et van de Voorde ont montré que les kystes 
d’Acanthamoeba spp. sont résistants à une exposition de 4 mg.L-1 pendant 3 h. Dans cette 
Ġtude, les kǇstes pƌoǀeŶaŶt d’uŶe souĐhe d’A. culbertsoni ont résisté à une exposition de 
40 mg.L-1 pendant 3 h (De Jonckheere et van de Voorde, 1976). Une autre étude a mesuré la 
concentration en chlore minimale qui permet d’iŶaĐtiǀeƌ les kǇstes d’Acanthamoeba spp. et 
a abouti à une concentration de 5 mg.L-1 pour une exposition de 8 h (Critchley et Bentham, 
2009). Storey et al. oŶt, ƋuaŶt à euǆ, ŵoŶtƌĠ Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp. résistent à 
une exposition à 100 mg.L-1 pendant 10 min (Storey et al., ϮϬϬϰͿ. D’autƌes Ġtudes se soŶt 
iŶtĠƌessĠes à la ƌĠsistaŶĐe auǆ tƌaiteŵeŶts ĐhloƌĠs des kǇstes d’A. polyphaga infectés par des 
bactéries résistantes à la phagocytose amibienne. En 1990, Kilvington et Price ont infecté des 
tƌophozoïtes d’A. polyphaga avec L. pneumophila. Par la suite, ils ont mis les trophozoïtes 
daŶs du taŵpoŶ d’eŶkǇsteŵeŶt et oŶt effeĐtuĠ diffĠƌeŶts tƌaiteŵeŶts ĐhloƌĠs. Il eŶ ƌessoƌt 
Ƌue les kǇstes d’A. polyphaga infectés ou non sont résistants à une exposition au chlore de 
50 mg.L-1 pendant 18 h. Ils oŶt ĠgaleŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’apƌğs Đe tƌaiteŵeŶt ĐhloƌĠ les 
L. pneumophila contenues dans les kystes sont viables et cultivables (Kilvington et Price, 
1990). En 2006, Adékambi et al. oŶt ƌĠalisĠ le ŵġŵe tǇpe d’eǆpérimentation avec des 
bactéries appartenant au genre Mycobacterium qui sont également résistantes à la 
phagoĐǇtose aŵiďieŶŶe. Ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les kǇstes d’A. polyphaga infectés ou non 
résistent à une exposition au chlore de 15 mg.L-1 pendant 24 h. Comme précédemment les 
Mycobacterium spp. issues des kǇstes d’A. polyphaga traités au chlore sont viables et 
cultivables (Adékambi et al., ϮϬϬϲͿ. Les kǇstes d’A. polyphaga, eŶ plus d’ġtƌe tƌğs ƌĠsistaŶts 
aux traitements chlorés, protègent les bactéries intracellulaires de ces traitements auxquels 
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elles sont sensibles quand elles sont sous forme planctonique. UŶe autƌe Ġtude s’est 
iŶtĠƌessĠe à la ƌĠsistaŶĐe des kǇstes d’Acanthamoeba spp. à l’hǇpoĐhloƌite de sodiuŵ 
(Coulon et al., 2010). Dans cette étude les auteurs ont traité les kystes de diverses souches 
d’Acanthamoeba avec différentes concentrations en hypochlorite de sodium et plusieurs 
temps de contact. Pour une exposition de 30 min à 250 mg.L-1, les kystes de certaines 
souĐhes d’Acanthamoeba sont encore viables aloƌs Ƌue d’autƌes soŶt totaleŵeŶt iŶaĐtiǀĠs, 
Đe Ƌui ŵoŶtƌe Ƌue la ƌĠsistaŶĐe des kǇstes à l’hǇpoĐhloƌite de sodiuŵ ǀaƌie eŶ foŶĐtioŶ des 
souches. Cependant pour une exposition de 10 min à 2,5 g.L-1, l’eŶseŵďle des kǇstes est 
inactivé (Coulon et al., 2010). 
 Plusieurs études in vitro ont été menées sur le genre Naegleria. En 1980, Cursons et 
al. ont étudié la résistance des trophozoïtes de Naegleria spp. aux traitements chlorés. Il en 
ressort que les trophozoïtes de Naegleria spp. sont sensibles à une exposition au chlore de 
0,79 mg.L-1 pendant 30 min. Ainsi, les trophozoïtes de Naegleria spp. sont plus sensibles aux 
tƌaiteŵeŶts ĐhloƌĠs Ƌue les tƌophozoïtes d’Acanthamoeba spp. (Cursons et al., 1980). En ce 
qui concerne les kystes de N. fowleri et N. gruberi, De Jonckheere et van de Voorde ont 
ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe eǆpositioŶ à Ϭ,ϱ mg.L-1 de chlore pendant respectivement 1 h et 3 h suffit 
pour les inactiver (De Jonckheere et Van de Voorde, 1976). Chang, quant à lui, a montré que 
les kystes de Naegleria spp. sont inactivés par des expositions de 5 à 30 min à des 
concentrations en chlore de 1 à 7 mg.L-1 (Chang, 1978). Les kystes de Naegleria spp. sont 
ďeauĐoup ŵoiŶs ƌĠsistaŶts auǆ tƌaiteŵeŶts ĐhloƌĠs Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp.. 
 Pouƌ l’espğĐe B. mandrillaris une seule publication fait référence à sa résistance aux 
traitements chlorés. Elle a montré que les kystes de B. mandrillaris sont résistants à une 
exposition de 25 mg.L-1 de chlore pendant 1 h (Siddiqui et al., 2008). Ces kystes sont 
beaucoup plus résistants au chlore que ceux de Naegleria spp.. 
 Comme pour B. mandrillaris, peu de publications traitent spécifiquement de la 
résistance au chlore de Vermamoeba vermiformis et Hartmannella spp.. Kutcha et al. ont 
comparé la résistance des trophozoïtes et des kystes de V. vermiformis aux traitements 
ĐhloƌĠs. Ils oŶt tout d’aďoƌd tƌaitĠ les tƌophozoïtes et les kǇstes aǀeĐ Ϯ mg.L-1 de chlore 
pendant 30 min. Après ce traitement, seuls 7 % des trophozoïtes étaient viables alors que 
49 % des kǇstes l’ĠtaieŶt. A ϰ mg.L-1 de chlore, aussi bien pour les trophozoïtes que les 
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kystes, seuls 0,1 % des cellules sont viables et à 10 mg.L-1 les trophozoïtes comme les kystes 
sont inactivés (Kutcha et al., ϭϵϵϯͿ. L’Ġtude de CƌitĐhleǇ et BeŶthaŵ a peƌŵis d’oďseƌǀeƌ Ƌue 
les expositions des trophozoïtes et des kystes de V. vermiformis à des concentrations en 
chlore respectivement de 1 mg.L-1 et 5 mg.L-1 pendant 8 h sont les conditions minimales 
peƌŵettaŶt d’iŶaĐtiǀeƌ Đes Đellules ;CƌitĐhleǇ et BeŶthaŵ, ϮϬϬϵͿ. Les tƌophozoïtes et les 
kystes de V. vermiformis semblent plus résistants aux traitements chlorés que ceux de 
Naegleria spp.. Par contre les kystes de V. vermiformis sont plus sensibles aux traitements 
ĐhloƌĠs Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp. et les kystes de B. mandrillaris. 
 Concernant le genre Vahlkampfia, une seule publication traite de sa résistance aux 
traitements chlorés. Dans cette étude les auteurs ont mesuré la concentration en chlore 
ŵiŶiŵale Ƌui peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes de Vahlkampfia spp.. Ainsi, il 
faut exposer pendant 8 h les trophozoïtes à une concentration de 1 mg.L-1 et les kystes à une 
concentration de 2 mg.L-1 pour les inactiver totalement (Critchley et Bentham, 2009). 
 D'autres études ont été réalisées sur des baŶĐs d’essais siŵulaŶt des ƌĠseauǆ d’eau 
domestiques à échelle réelle. En 2004, Thomas et al. ont traité en continu pendant trois mois 
un banc d’essai aǀeĐ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ Đhloƌe de 2,5 mg.L-1, communément retrouvée 
daŶs les ƌĠseauǆ de distƌiďutioŶ d’eau. Tout au loŶg de l’expérimentation, ils ont retrouvé 
des amibes libres dans leurs prélèvements, ce qui prouve qu’elles sont résistantes aux 
traitements chlorés classiques (Thomas et al., 2004). En 2005, Loret et al. ont traité un banc 
d’essai siŵilaiƌe aǀeĐ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ en chlore de 2 mg.L-1 en continu pendant trois mois 
et oŶt fait uŶ suiǀi de la populatioŶ d’aŵiďes liďƌes dans l’eau ĐiƌĐulaŶt dans les boucles et 
dans le biofilm. Au bout des trois mois, ils ont observé daŶs l’eau uŶe ƌĠduĐtioŶ de Ϯ,ϴ log10 
de la concentration en amibes. Au niveau du biofilm, il Ŷ’Ǉ a pas eu de ĐhaŶgeŵeŶt daŶs la 
concentration amibienne mais il faut noter que la concentration initiale en amibes y était 
faible (entre 10 et 50 kystes par cm2) (Loret et al., 2005). Les concentrations en chlore 
tƌaditioŶŶelleŵeŶt utilisĠes daŶs les ƌĠseauǆ d’eau peƌŵetteŶt de liŵiteƌ le Ŷoŵďƌe 
d’aŵiďes liďƌes daŶs l’eau ĐiƌĐulaŶte ŵais Ŷe les ĠliŵiŶeŶt pas. 
 Le comportement des trophozoïtes et des kystes des amibes libres vis-à-vis d’uŶ 
traitement au chlore est résumé dans le tableau 4. Les données regroupées dans ce tableau 
sont issues des travaux cités dans les paragraphes précédents. 
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Tableau 4 : Résumé du comportement des amibes libres vis-à-vis des traitements chlorés. 
Genre / espèce Forme 
Niveau de 
résistance 
Acanthamoeba spp. 
Trophozoïte + 
Kyste +++ 
Balamuthia mandrillaris Kyste +++ 
Naegleria spp. 
Trophozoïte + 
Kyste ++ 
Vermamoeba 
vermiformis 
Trophozoïte + 
Kyste ++ 
Vahlkampfia spp. 
Trophozoïte + 
Kyste ++ 
Amibes libres*   +++ 
Forte résistance : +++ ; Résistance modérée : ++ ; Faible résistance 
*Etudes réalisées sur ďaŶĐ d’essais 
 La monochloramine (NH2Cl) 
 Plusieurs études ont été réalisées in vitro pour évaluer la portée anti-amibienne de la 
monochloramine. En 2005, Hoǁaƌd et IŶglis oŶt tƌaitĠ les tƌophozoïtes d’A. astronyxis avec 
des concentrations élevées en monochloramine (10, 20, 50 et 100 mg.L-1 pendant 30 min). 
Après chaque traitement, même si une forte diminution de la survie a été notée, des 
trophozoïtes viables ont été observés (Howard et Inglis, 2005). En 2003, Ercken et al. ont 
évalué la résistance à la monochloramine des kystes de N. lovaniensis et ont montré que 
pour éliminer 90 % des kystes des expositions à des concentrations en monochloramine de 
1,97 mg.L-1 et de 3,94 mg.L-1 étaient respectivement nécessaires pour des températures de 
35 °C et de 15 °C/25 °C. Pouƌ iŶaĐtiǀeƌ la totalitĠ des kǇstes, les auteuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’il faut 
exposer les cultures à des concentrations de 3,94 mg.L-1 et de 7,89 mg.L-1 à des 
températures respectives de 35 °C et 15 °C/25 °C (Ercken et al., 2003). Ainsi, il apparaît que 
plus la teŵpĠƌatuƌe est ĠleǀĠe plus l’aĐtioŶ de la ŵoŶoĐhloƌaŵiŶe est aĐĐƌue suƌ les kǇstes 
de N. lovaniensis. 
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 Deux études ont été réalisées sur des bancs d’essais ƌepƌoduisaŶt des ƌĠseauǆ d’eau 
domestiques à échelle réelle et ont montré une inefficacité de ce traitement vis-à-vis de 
l’ĠliŵiŶatioŶ des aŵiďes liďƌes. En 2004, Thomas et al. ont traité en continu pendant trois 
ŵois uŶ ďaŶĐ d’essais aǀeĐ uŶe ĐoŶcentration en monochloramine de 0,5 mg.L-1. Ils ont 
ƌetƌouǀĠ tout au loŶg de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ la ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ aŵiďes liďƌes daŶs 
leurs prélèvements d’eau (Thomas et al., 2004). En 2005, Loret et al. ont traité un banc 
d’essai similaire en continu pendant trois mois avec une concentration en monochloramine 
plus élevée (2 mg.L-1). Ils ont fait un suivi de la populatioŶ d’aŵiďes liďƌes daŶs l’eau ĐiƌĐulaŶt 
dans les boucles et dans le biofilm. Au bout des trois ŵois, ils Ŷ’oŶt oďseƌǀĠ auĐuŶe 
réduction de la concentration en amibes libres, aussi ďieŶ daŶs l’eau Ƌue daŶs le ďiofilŵ 
(Loret et al., 2005). 
   3.2.1.3. Brome 
 Le ďƌoŵe est utilisĠ Đoŵŵe alteƌŶatiǀe au Đhloƌe pouƌ dĠsiŶfeĐteƌ l’eau daŶs les 
piscines et les stations thermales. Il est également utilisé pour contrôler le développement 
des microorganismes dans les processus industriels. Peu de publications font état de la 
réponse des amibes libres au brome. 
 En 1976, De Jonckheere et Van de Voorde ont comparé la résistance des kystes 
d’A. culbertsoni et de N. fowleri au brome. Pour cela, ils ont incubé les kystes pendant 24 h à 
des concentrations comprises entre 0,4 et 1 mg.L-1. A Đes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs le ďƌoŵe Ŷ’a eu 
auĐuŶ effet suƌ la ǀiaďilitĠ des kǇstes d’A. culbertsoni et de N. fowleri. En 2009, Critchley et 
Bentham ont comparé la résistance au brome des trophozoïtes et des kystes 
d’Acanthamoeba spp., de V. vermiformis et de Vahlkampfia spp. et ont mesuré la 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵiŶiŵale eŶ ďƌoŵe Ƌui peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ totaleŵeŶt les trophozoïtes et les 
kystes de chaque genre amibien. La duƌĠe d’eǆpositioŶ a ĠtĠ de ϴ h et les auteuƌs oŶt 
observé que pour inactiver respectivement les trophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba 
spp. des doses de brome de 5 mg.L-1 et de 10 mg.L-1 ont été nécessaires. De la même façon, 
ces valeurs sont de 1 mg.L-1 et de 5 mg.L-1 pour V. vermiformis et de 1 mg.L-1 et de 2 mg.L-1 
chez Vahlkampfia spp.. En résumé, les Acanthamoeba spp. sont plus résistantes au brome 
que V. vermiformis et que Vahlkampfia spp. (Critchley et Bentham, 2009). 
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   3.2.1.4. Iode et les iodophores 
 L’iode et les iodophoƌes ;Đoŵpleǆe foƌŵĠ d’iode et d’uŶe ŵolĠĐule organique) 
comme la povidone iodée sont utilisés comme antiseptique et comme désinfectant 
principalement dans le domaine médical. 
 En 1976, De Jonckheere et Van de Voorde ont comparé la résistance des kystes 
d’A. culbertsoni et de N. fowleri à l’iode et à uŶ iodophoƌe. Apƌğs Ϯϰ h d’iŶĐuďatioŶ, les 
ƌĠsultats oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue pouƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’iode et d’iodophoƌe Đoŵpƌises eŶtƌe Ϯ 
et 5 mg.L-1, les kǇstes d’A. culbertsoni sont plus résistants que ceux de N. fowleri (De 
Jonckheere et Van de Voorde, 1976). Deux ans plus tard, Chang a montré qu’uŶe eǆpositioŶ 
de 12,5 min à 3,5 mg.L-1 d’iode iŶaĐtiǀe les kǇstes de N. gruberi (Chang, 1978). Des études 
plus ƌĠĐeŶtes se soŶt iŶtĠƌessĠes à l’effet de la poǀidoŶe iodĠe suƌ la suƌǀie des aŵiďes 
libres. En 1998, Gatti et al. oŶt testĠ l’effet de la poǀidoŶe iodĠe suƌ les tƌophozoïtes et les 
kǇstes de diffĠƌeŶtes espğĐes et souĐhes d’Acanthamoeba. Pour cela ils ont utilisé une 
solution commerciale, la ďĠtadiŶe®, diluĠe daŶs de l’eau. Ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la poǀidoŶe 
iodée a un effet variable en fonction des espèces et des souches considérées. Les 
trophozoïtes les plus sensibles et les plus résistants sont respectivement inactivés par des 
concentrations de 0,031-0,125 % et de 2,5-5 %. Quant aux kǇstes, seloŶ l’espğĐe et la souĐhe 
considérées, l’iŶaĐtiǀatioŶ est oďteŶue pouƌ des concentrations comprises entre 0,25 et 
10 % (Gatti et al., 1998). En 2010, Martin-Navarro et al. ont étudié la sensibilité des 
trophozoïtes de trois souĐhes ĐliŶiƋues d’Acanthamoeba à la povidone iodée et à la 
povidone iodée formulée (Bioclen FR One Step®). Ils ont mesuré la concentration nécessaire 
pour inhiber 50 % des trophozoïtes. Pour cela, des concentrations respectivement comprises 
entre 90 et 370 mg.L-1 et 60 et 195 mg.L-1 ont été enregistrées pour la povidone iodée non 
formulée et pour la povidone iodée formulée (Martin-Navarro et al., 2010). En fonction des 
souches, il existe donc une variabilité de la résistance des trophozoïtes à la povidone iodée. 
La foƌŵulatioŶ assoĐiĠe joue ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle daŶs l’effiĐaĐitĠ de la poǀidoŶe iodĠe. 
  3.2.2. Biocides cationiques 
 Les biocides cationiques sont des molécules chargées positivement qui créent des 
liaisons électrostatiques avec les sites négatifs des membranes cellulaires. Cela provoque 
une altération de la paroi de la cellule entrainant la fuite des éléments cytoplasmiques et 
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une inactivation de certaines enzymes provoquant la mort des cellules (Gilbert et Moore, 
2005). Les biocides cationiques sont répandus, ils se retrouvent dans les pansements, les 
savons antimicrobiens, les bains de bouche, les produits capillaires ou encore dans les 
désinfectants de surface (McDonnell, 2007). Les biocides cationiques les plus répandus sont 
les biguanides et les ammoniums quaternaires (QACs). Les principales biguanides sont la 
chlorhexidine (CHG), le polyaminopropyl biguanide (PAPB) et le polyhexaméthylène 
biguanide (PHMB). Les biguanides sont utilisées dans le cadre de traitement de kératites 
amibiennes causées par Acanthamoeba spp.. Elles sont également utilisées, en prévention, à 
plus faible concentration, dans les produits pour lentilles de contact. Les ammoniums 
quaternaires sont plutôt utilisés comme désinfectants de surface et comme conservateurs ; 
Đ’est pouƌƋuoi l’effet des QACs suƌ les aŵiďes liďƌes est peu ĠtudiĠ. 
   3.2.2.1. Biguanides 
 La chlorhexidine (CHG) 
 Plusieurs études se sont intéressées à la résistance des Acanthamoeba spp. aux 
solutions de nettoyage des lentilles de contact contenant de la chlorhexidine (CHG). Une 
pƌeŵiğƌe Ġtude a ĠtĠ ƌĠalisĠe eŶ ϭϵϴϵ, elle s’est iŶtĠƌessĠe à la ƌĠsistaŶĐe des tƌophozoïtes 
et des kǇstes d’A. polyphaga. Les tƌophozoïtes d’A. polyphaga sont sensibles à une solution 
de lentilles de contact contenant de la CHG, une exposition de 4 h suffit à les inactiver. 
Cependant, les kystes sont bien plus résistants, même après 2 j d’iŶĐuďatioŶ les kǇstes soŶt 
encore viables (Penley et al., 1989). En 1990, Silvany et al. ont réalisé une étude similaire sur 
les tƌophozoïtes et les kǇstes d’A. polyphaga et A. castellanii. Ils ont montré que les solutions 
de lentilles de contact contenant de la CHG sont efficaces envers les trophozoïtes. En ce qui 
concerne les kystes, ils ont eu des résultats divergents avec ceux de Penley et al. et ont 
montré que ceux-ci sont sensibles à la CHG même avec uŶ teŵps d’eǆpositioŶ Đouƌt. Ces 
auteurs ont également montré que la résistance à la CHG est fonction des espèces. En effet, 
l’iŶaĐtiǀation des kǇstes d’A. polyphaga ƌeƋuieƌt uŶ teŵps d’eǆpositioŶ plus loŶg que celle 
des kǇstes d’A. castellanii (Silvany et al., 1990). En 1991, une autre étude réalisée sur 
A. culbertsoni a montré que les kystes résistent à une solution de lentilles de contact 
contenant de la CHG (Connor et al., 1991). Hugo et al., quant à eux, ont montré que les 
kǇstes d’A. castellanii sont sensibles à des solutions de lentilles de contact contenant 0,005 
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ou 0,006 % de CHG. Après une exposition de 45 s aux solutions contenant 0,005 et 0,006 % 
de CHG, 67 % et 6 % des kystes sont respectivement viables. Pour les deux solutions, après 
4 h d’eǆpositioŶ, tous les kystes sont inactivés (Hugo et al., 1991). Ainsi, il apparaît que 
l’effiĐaĐitĠ de la CHG eŶǀeƌs les kǇstes d’Acanthamoeba spp. ǀaƌie d’uŶe Ġtude à l’autƌe. Ces 
résultats divergents peuǀeŶt s’eǆpliƋueƌ paƌ des diffĠƌeŶĐes de formulation et de temps de 
contact. En 1989, Brandt et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ de quatre solutions pour lentilles de 
contact contenant toutes 0,005 % de CHG, 0,001 % de thimerosal (composé chimique 
organo-mercuriel) et 0,1 % d’EDTA eŶǀeƌs les kǇstes d’A. castellanii, A. polyphaga et 
A. culbertsoni. DaŶs la pƌeŵiğƌe solutioŶ, l’eŶseŵďle des kystes a survécu pendant deux 
semaines. Pour la deuxième, les kystes d’A. castellanii et A. culbertsoni ont résisté 1 j et ceux 
d’A. polyphaga 3 j. Pour les troisième et quatrième solutions, les kǇstes d’A. castellanii et 
A. culbertsoni peuvent survivre 3 j et Đeuǆ d’A. polyphaga 6 j. Brandt et al. ont alors testé 
une cinquième solution qui contenait 0,005 % de CHG et 0,001 % de thimerosal. Dans cette 
solution, les kystes provenant des trois espèces sont restés viables pendant 3 j. Ainsi, il 
ressort de cette étude que la formulation de la solution de lentilles de contact joue donc sur 
l’effiĐaĐitĠ de la CHG et Ƌu’il eǆiste des ǀaƌiatioŶs de ƌĠsistance en fonction des espèces. En 
effet, les kǇstes pƌoǀeŶaŶt d’A. polyphaga semblent plus résistants à la CHG que ceux 
d’A. castellanii et A. culbertsoni (Brandt et al., 1989). Dix ans plus tard, Johnston et al. ont 
testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ pouƌ lentilles de contact contenant 0,003 % de CHG 
gluconate et 0,0005 % de polǇaŵiŶopƌopǇl ďiguaŶide ;PAPBͿ suƌ les kǇstes d’A. castellanii, 
A. polyphaga et A. hatchetti. D’apƌğs leurs résultats, cette solution semble être inefficace 
envers les kystes provenant des trois espèces (Johnston et al., 2009). Hugo et al. ont montré 
Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp. pouǀaieŶt suƌǀiǀƌe jusƋu’à deuǆ semaines dans une 
solution contenant 0,005 % de CHG (Hugo et al., 1991). Une autre étude a testé l’effiĐaĐitĠ 
d’uŶe solutioŶ ĐoŶteŶaŶt Ϭ,ϬϬϳϱ % de CHG et 0,0025 % de thimerosal sur les trophozoïtes et 
kǇstes d’A. castellanii (Zanetti et al., 1995). Cette solution, quant à elle, semble très efficace 
pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ d’A. castellanii. Les trophozoïtes et les kystes sont respectivement 
inactivés après 3 h et 9 h (Zanetti et al., ϭϵϵϱͿ. L’ĠǀaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ de la CHG a 
ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵeŶĠe suƌ des kǇstes d’Acanthamoeba spp. isolées à partir de patients 
atteints de kératite. Ainsi, Kim et Hahn ont défini que les concentrations minimales de CHG 
nécessaires pour inactiver les kystes d’Acanthamoeba spp. en 8 et 48 h d’iŶĐuďatioŶ soŶt 
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respectivement comprises entre 0,00047 % - 0,00177 % et 0,00032 % - 0,0012 % (Kim et 
Hahn, 1999). 
 Le polyaminopropyl biguanide (PAPB) 
 En 1990 et 1991, Silvany et al. ont réalisé des études sur la résistance des 
tƌophozoïtes et des kǇstes d’A. polyphaga et A. castellanii à des solutions pour lentilles de 
contact contenant du polyaminopropyl biguanide (PAPB). Ils ont montré que les solutions 
contenant 0,00005 % de PAPB sont inefficaces pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des Acanthamoeba spp. 
alors que celles en contenant 0,0015 % semblent l’ġtƌe (Silvany et al., 1990 et 1991). En 
1994, Burger et al. ont obtenu des résultats similaires en testant l’effiĐaĐitĠ de diffĠƌeŶtes 
concentrations en PAPB (de 0,00045 % à 0,009 %Ϳ suƌ les kǇstes d’A. polyphaga et 
A. castellanii. Ils oŶt dĠteƌŵiŶĠ le teŵps d’eǆpositioŶ au PAPB ŶĠĐessaiƌe pouƌ iŶaĐtiǀer la 
totalitĠ des kǇstes. Pouƌ les kǇstes d’A. castellanii les solutions contenant 0,0004 % et 
0,0009 % sont inefficaces, même après 24 h d’eǆpositioŶ. A des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de 
0,00225 %, 0,0045 % et 0,009 % 3 h, 18 min et 6 min sont respectivement nécessaires pour 
iŶaĐtiǀeƌ les kǇstes d’A. castellanii. Pouƌ les kǇstes d’A. polyphaga, les solutions contenant 
0,00045 %, 0,0009 % et 0,00225 %, sont inefficaces même après 24 h d’eǆpositioŶ. A des 
concentrations de 0,0045 % et 0,009 %, l’iŶaĐtiǀatioŶ des kǇstes d’A. polyphaga est 
respectivement obtenue au bout de 1 h et 12 min. Ainsi les kǇstes d’A. polyphaga semblent 
plus résistants au PAPB que ceux d’A. castellanii. C’est pouƌƋuoi, il est important de tester 
l’effiĐaĐitĠ de Đes ďioĐides suƌ diffĠƌeŶtes espğĐes et souches amibiennes afin de s’assuƌeƌ au 
mieux de leur efficacité (Burger et al., ϭϵϵϰͿ. Niszl et Maƌkus oŶt ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe 
concentration de 0,00005 % de PAPB est inefficace pour éliminer les kystes de différentes 
souĐhes d’Acanthamoeba même après 7 j d’iŶĐuďatioŶ ;Niszl et Maƌkus, ϭϵϵϴͿ. )aŶetti et al. 
(1995) ont aussi évaluĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ pouƌ lentilles de contact contenant du 
PAPB (0,000025 %) suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’A. castellanii. Ils ont démontré que 
cette solutioŶ est ĐoŵplğteŵeŶt iŶeffiĐaĐe pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ d’A. castellanii. Cependant, 
cette solution utilisĠe à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs plus ĠleǀĠes s’est aǀĠƌĠe effiĐaĐe pour 
l’ĠliŵiŶatioŶ des Acanthamoeba spp. (Burger et al., 1994 ; Niszl et Markus, 1998 ; Silvany et 
al., 1990 et 1991 ; Zanetti et al., 1995). Une étude plus récente a confirmé que les kystes 
d’A. castellanii, A. polyphaga et A. hatchetti sont résistants à une incubation de 24 h dans 
des solutions pour lentilles de contact contenant 0,0001 % de PAPB (Johnston et al., 2009). 
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 Le polyhexamèthylène biguanide (PHMB) 
 En 1989 et 1990, deux études ont soulevé le fait que les solutions pour lentilles de 
ĐoŶtaĐt ĐoŶteŶaŶt du PHMB soŶt iŶeffiĐaĐes pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des kǇstes d’Acanthamoeba 
spp. même après 24 h d’iŶĐuďatioŶ ;Davies et al., 1990 ; Penley et al., 1989). Par la suite, 
d’autƌes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba spp. sont résistants à des 
solutions pour lentilles de contact contenant 0,0001 % de PHMB même après une semaine 
d’eǆpositioŶ ;Barker et al., 1992 ; Johnston et al., 2009 ; Niszl et Markus 1998). Deux études 
ont défini la concentration minimale en PHMB nécessaire pour éliminer les trophozoïtes et 
les kǇstes de souĐhes d’Acanthamoeba spp. isolées de patients atteints de kératites. Ainsi, 
Elder et al. ont ŵoŶtƌĠ Ƌue pouƌ ĠliŵiŶeƌ les tƌophozoïtes d’Acanthamoeba spp. une 
exposition pendant 48 h à des concentrations comprises entre 0,000049 % et 0,00039 % de 
PHMB est nécessaire (moyenne de 0,00013 %). La même gamme de concentration (avec une 
moyenne de 0,00022 %) peƌŵet d’inactiver les kystes (Elder et al., 1994). La seconde étude 
menée par Kim et Hahn a ŵoŶtƌĠ Ƌue pouƌ iŶaĐtiǀeƌ les kǇstes d’Acanthamoeba spp., il faut 
les exposer à des concentrations comprises entre 0,000117 % et 0,000468 % et entre 
0,000442 % et 0,00125 % pour des incubations respectives de 48 et 8 h (Kim et Hahn, 1999). 
Ces ƌĠsultats ŵetteŶt eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu’uŶe solutioŶ pouƌ lentilles de contact à 0,0001 % de 
PHMB est iŶeffiĐaĐe pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des Acanthamoeba spp. responsables de kératites. En 
2002, Aksozek et al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ plus ĠleǀĠe ;Ϭ,ϬϮ % de PHMB pendant 
24 h) est effiĐaĐe pouƌ ĠliŵiŶeƌ les kǇstes d’A. castellanii (Aksozek et al., 2002). Le PHMB 
peut être également utilisé pour le traitement des kératites amibiennes. Cependant, une 
étude clinique a montré que sur 10 patients atteints de kératite amibienne seuls 8 sont 
guéris avec un traitement à 0,02 % de PHMB (Elder et al., 1994). 
 Conclusion 
 Pour conclure les basses concentrations en biguanide utilisées dans les solutions pour 
leŶtilles de ĐoŶtaĐt s’aǀğƌeŶt inefficaces pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des kǇstes d’Acanthamoeba spp.. 
CeĐi est pƌoďlĠŵatiƋue et peut ġtƌe à l’oƌigiŶe d’ĠpidĠŵies de kératites. Cela a été le cas aux 
Etats-Unis en 2007 où une épidémie de kératites a ĠtĠ ƌeliĠe à l’utilisatioŶ d’uŶe solutioŶ 
pour la désinfection des lentilles de contact contenant 0,0001 % de PHMB (Verani et al., 
2009). L’effiĐaĐitĠ des ďiguaŶides envers les Acanthamoeba spp. est bien documentée mais, 
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à l’heuƌe actuelle, il Ŷ’eǆiste auĐuŶe doŶŶĠe suƌ l’effiĐaĐitĠ des ďiguaŶides à l’eŶĐoŶtƌe des 
autres genres amibiens. 
   3.2.2.2. CoŵposĠs d’aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌe ;QACs) 
 Les ĐoŵposĠs d’aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌe ;QACs) sont utilisés dans certaines solutions 
pour les lentilles de contact. Comme pour les biguanides, ces composés sont retrouvés à de 
faibles concentrations (de 0,00055 % à 0,001 %Ϳ. Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’à Đes 
concentrations les QACs soŶt iŶeffiĐaĐes pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des tƌophozoïtes et des kǇstes 
d’A. castellanni, A. polyphaga et A. culbertsoni (Buck et al., 1998 ; Connor et al., 1991 ; 
Davies et al., 1990 ; Silvany et al., 1990 et 1991 ; Zanetti et al., 1995). A une concentration 
plus élevée de 0,04 %, le chlorure de benzalkonium (QAC) est efficace pour éliminer les 
tƌophozoïtes et les kǇstes d’A. castellanii et A. polyphaga (Khunkitti et al., 1996 ; Silvany et 
al., 1991 ; Zanetti et al., 1995). Des concentrations plus faibles (de 0,003 % à 0,004 %) se 
soŶt aǀĠƌĠes iŶeffiĐaĐes ĐoŶtƌe les kǇstes d’Acanthamoeba spp. (Connor et al., 1991 ; Hugo 
et al., 1991 ; Penley et al., 1989) bien que Turner et al. aient démontré que la concentration 
ŵiŶiŵale eŶ Đhloƌuƌe de ďeŶzalkoŶiuŵ effiĐaĐe ĐoŶtƌe les kǇstes d’A. castellanii est de 
0,004 % (Turner et al., 2000 ). 
 Les QAC sont également utilisés dans certains produits pour le traitement des eaux 
de piscine et des TAR. En 1980, Cursons et al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶ pƌoduit, utilisé pour traiter 
des eaux de piscine est efficace, à la dose recommandée par le fournisseur, pour éliminer les 
tƌophozoïtes d’Acanthamoeba spp. et Naegleria spp.. Cependant, l’effiĐaĐitĠ de Đe pƌoduit 
envers les kystes Ŷ’a pas ĠtĠ ǀĠƌifiĠe (Cursons et al., 1980). En 1993, Srikanth et Berk ont 
testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶ pƌoduit de tƌaiteŵeŶt des TAR à base de QAC sur A. hatchetti. 
L’effiĐaĐitĠ à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de 0,0156 % (conseillée par le fournisseur) a été avérée pour 
éliminer les trophozoïtes mais non testée vis-à-vis des kystes (Srikanth et Berk, 1993). 
  3.2.3. Agents oxydants 
 Les agents oxydants sont très largement utilisés comme biocides. Parmi eux se 
trouvent pƌiŶĐipaleŵeŶt l’ozoŶe, le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, le dioǆǇde de Đhloƌe et l’aĐide 
péracétique. Ces produits libèrent des molécules actives capables de réagir avec la surface 
des cellules et qui sont potentiellement capables de pénétrer la cellule, causant des 
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dommages iƌƌĠǀeƌsiďles à l’oƌigiŶe de l’iŶaĐtiǀatioŶ des ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. Les ageŶts 
oxydants sont employés dans presque tous les domaines qui demandent un contrôle de la 
flore microďieŶŶe. Ils soŶt laƌgeŵeŶt utilisĠs daŶs les tƌaiteŵeŶts de l’eau potaďle, 
l’aŶtisepsie, la dĠsiŶfeĐtioŶ des suƌfaĐes et la stĠƌilisatioŶ de ŵatĠƌiel ;MĐDoŶŶell, ϮϬϬϳͿ. 
   3.2.3.1. Ozone (O3) 
 L’ozoŶe ;O3Ϳ est l’uŶ des ageŶts oǆǇdaŶts les plus puissaŶts. Il est principalement 
utilisĠ daŶs le tƌaiteŵeŶt d’uŶ ǀoluŵe liŵitĠ d’eau ĐiƌĐulaŶte. Le tauǆ de dĠsiŶtĠgƌatioŶ de 
l’ozoŶe est foƌteŵeŶt iŶflueŶĐĠ paƌ la pƌĠseŶĐe de ŵatiğƌe oƌgaŶiƋue daŶs l’eau. UŶ Ŷiǀeau 
élevé de matière organique rend difficile le maintieŶ d’uŶe ƋuaŶtitĠ d’ozoŶe ƌĠsiduel 
ŶĠĐessaiƌe à l’oďteŶtioŶ d’uŶe dĠsiŶfeĐtioŶ effiĐaĐe ;ǀoŶ GuŶteŶ, ϮϬϬϯͿ. L’aĐtiǀitĠ de l’ozoŶe 
est également dépendante de la température : les faibles températures diminuent de 
manière importante l’aĐtiǀitĠ de l’ozoŶe.  
 In vitro, il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe eǆpositioŶ ĐoŶtiŶue de Ϭ,ϰ à Ϭ,ϱ mg.L-1 d’ozoŶe 
iŶaĐtiǀe ƌapideŵeŶt ;ƋuelƋues ŵiŶutesͿ les kǇstes de l’eŶseŵďle des souĐhes de Naegleria 
et d’Acanthamoeba testĠes à l’eǆĐeptioŶ d’A. polyphaga CCAP 1501/3a (Langlais et Perrine, 
1986 ; Wickramanayake et al., ϭϵϴϰͿ. Les effets de l’ozoŶe suƌ les kǇstes d’A. polyphaga ont 
été confirmés par Loret et al. qui oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’ozoŶe est inefficace pour éliminer ces 
kystes même après une exposition de 2 h (Loret et al., 2008a). 
 Plusieuƌs Ġtudes ƌĠalisĠes daŶs des usiŶes de tƌaiteŵeŶt d’eau potaďle et suƌ des 
ďaŶĐ d’essais oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les tƌaiteŵeŶts à l’ozoŶe peƌŵetteŶt de ƌĠduiƌe 
ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt le Ŷoŵďƌe d’aŵiďes liďƌes, ŵais Ŷe peƌŵetteŶt pas de les ĠliŵiŶeƌ 
complètement (Loret et al., 2005 ; Thomas et al., ϮϬϬϴͿ. De plus, d’autƌes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ 
Ƌue le ŵaŶƋue d’aĐtiǀitĠ ƌĠsiduelle de l’ozoŶe est responsable du redéveloppement des 
aŵiďes daŶs l’eau tƌaitée (Grillot et Ambroise-Thomas, 1980 ; Thomas et al., 2004). 
   3.2.3.2. PeƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe ;H2O2) 
 Les foƌŵulatioŶs à ďase de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe ;H2O2) sont très fréquemment 
utilisĠes daŶs les solutioŶs de dĠsiŶfeĐtioŶ des leŶtilles de ĐoŶtaĐt. C’est pouƌƋuoi leuƌ 
effiĐaĐitĠ suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba spp. est bien documentée. Il 
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Ŷ’eǆiste pas de puďliĐatioŶs faisaŶt ƌĠfĠƌeŶĐe à la ƌĠsistaŶĐe des autƌes geŶƌes d’aŵiďes 
liďƌes au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. 
 La littérature renseigne largement l’effiĐaĐitĠ d’H2O2 envers Acanthamoeba spp. et 
ŵoŶtƌe Ƌu’elle dépend de la formulation associée et du temps de contact. En 1986, Ludwig 
et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’A. castellanii et A. polyphaga 
d’uŶe solution pour les lentilles de contact contenant 3 % d’H2O2 et ont appliqué un temps 
de contact de 30 min ĐoŶseillĠ paƌ le fouƌŶisseuƌ. Ce Đouƌt teŵps d’eǆpositioŶ Ŷe peƌŵet pas 
d’ĠliŵiŶeƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba spp. (Ludwig et al., 1986). En 1995, 
Zanetti et al. oŶt ĠgaleŵeŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solution pour la désinfection des lentilles 
de contact contenant 3 % d’H2O2 suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’A. castellanii. Les 
ƌĠsultats suggğƌeŶt Ƌu’uŶ temps de contact de 30 min est suffisant pour inactiver les 
trophozoïtes mais inefficace vis-à-vis des kystes (Zanetti et al., 1995). En effet, pour inactiver 
les kystes des temps de contact plus long sont nécessaires. En 1989, Brandt et al. ont testé 
l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ pour des lentilles de contact contenant 3 % d’H2O2 envers les 
kǇstes d’A. castellanii, A. polyphaga et A. culbertsoni et ont déterminé que les kystes des 
trois espèces survivent à 6 h d’eǆpositioŶ. Au-delà de ce temps, les kystes sont totalement 
inactivés (Brandt et al., 1989). En 1990, Davies et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ, sur les kystes 
d’A. castellanii et A. polyphaga, de deux solutions désinfectantes de lentilles de contact 
contenant 3 % d’H2O2. L’uŶe des solutioŶs pƌĠseŶte uŶe ďoŶŶe aĐtiǀitĠ ĐoŶtƌe les kǇstes en 
permettant de les inactiver en 8 h. La seconde, quant à elle, est peu efficace : après 24 h 
d’eǆpositioŶ 79 % des kystes sont encore viables (Davies et al., 1990). La formulation des 
solutions pour la désinfection des leŶtilles de ĐoŶtaĐt joue doŶĐ suƌ l’efficacité du H2O2. En 
2002, Aksozek et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ pour des lentilles de contact 
formulée contenant 3 % d’H2O2 et d’uŶe solutioŶ ŶoŶ-foƌŵulĠe d’H2O2 sur les kystes 
d’A. castellanii. Après un temps de contact de 4 h, les kystes sont inactivés par la solution 
formulée uniquement (Aksozek et al., 2002). Une Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’effiĐaĐitĠ eŶǀeƌs les 
kǇstes d’uŶe solutioŶ à ϯ % d’H2O2 peut être augmentée en ajoutant du iodure de potassium 
ou d’autƌes peƌoǆǇdases (Hughes et al., 2003b). Un autre travail a montƌĠ Ƌu’uŶ tƌaiteŵeŶt 
de 6 h sur les kystes d’A. polyphaga aǀeĐ de l’H2O2 à 0,4 % ou du nitrite acidifié à 2 mg.mL-1 
est inefficace (réduction inférieure à 1 log10), par contre une combinaison des deux entraîne 
une réduction de 4 log10 après seulement 1 h d’eǆpositioŶ ;Heaselgƌaǀe et al., 2010). En 
2009, Johnston et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ de deuǆ solutioŶs désinfectantes contant 3 % 
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d’H2O2 suƌ les kǇstes d’A. castellanii, A. polyphaga et A. hatchetti. L’uŶe des solutions est 
inefficace même après une incubation de 24 h. L’autƌe inactive les kystes d’A. castellanii et 
A. polyphaga en 8 h d’eǆpositioŶ, et les kǇstes d’A. hatchetti en 24 h (Johnston et al., 2009). 
CeĐi ŵoŶtƌe Ƌue l’effiĐaĐitĠ du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe ǀaƌie ĠgaleŵeŶt eŶ foŶĐtioŶ des 
espèces et des souches d’Acanthamoeba. 
 L’H2O2 peut également être utilisé comme un désinfectant de surface. Dans ce cas 
aussi, la foƌŵulatioŶ assoĐiĠe iŶflue suƌ l’effiĐaĐitĠ de l’H2O2. Une étude récente a montré 
que des expositions de courtes durées à une solution non-foƌŵulĠe d’H2O2 à 7,5 % a une 
efficaĐitĠ liŵitĠe suƌ les kǇstes d’Acanthamoeba spp. aloƌs Ƌu’uŶe solutioŶ foƌŵulĠe aǀeĐ 
une concentration en H2O2 à 2 % a une très bonne efficacité après seulement 10 min 
d’eǆpositioŶ ;CouloŶ et al., 2010). 
 L’H2O2 peut aussi être utilisé sous forme gazeuse pour la stérilisation de matériel 
ŵĠdiĐal. D’apƌğs uŶe Ġtude ƌĠĐeŶte, sous foƌŵe gazeuse, l’H2O2 est efficace pour éliminer 
les kǇstes d’A. castellanii et A. polyphaga (Thomas et McDonnell, 2008). 
   3.2.3.3. Dioxyde de chlore (ClO2) 
 Le dioxyde de chlore (ClO2) est un agent oxydant puissant, il est couramment utilisé 
pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’eau potaďle ou sous foƌŵe de gaz pour les chambres de fumigation 
(McDonnell, 2007). 
 En 1980, Cursons et al. oŶt testĠ daŶs l’eau l’effiĐaĐitĠ du ClO2 sur les trophozoïtes 
d’Acanthamoeba spp. et Naegleria spp. et ont montré que ce désinfectant est efficace après 
30 min d’eǆpositioŶ à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de Ϯ mg.L-1 pour les Naegleria spp. et de 3 mg.L-1 
pour les Acanthamoeba spp. (Cursons et al., 1980). Concernant les kystes, une bonne 
efficacité a été reportée contre les kystes de N. gruberi, avec une exposition à 5,5 mg.min.L-1 
99 % des kystes sont inactivés (Chen et al., 1985). Au contraire, Loret et al. ont constaté que 
les kǇstes d’A. polyphaga sont résistants à une exposition de 60 min à une concentration de 
5 mg.L-1 (Loret et al., 2008a). 
 D’autƌes Ġtudes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes suƌ des ďaŶĐs d’essais simulant des réseaux de 
distƌiďutioŶ d’eau potable traités en continu pendant trois mois avec 0,5 mg.L-1 de ClO2 
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(Loret et al., 2005 ; Thomas et al., 2004). Cette concentration entraine une réduction du 
Ŷoŵďƌe d’aŵiďes liďƌes daŶs le ƌĠseau ŵais Ŷe peƌŵet pas une élimination complète. 
   3.2.3.4. Acide péracétique (PAA) 
 L’aĐide pĠƌaĐĠtiƋue ;PAAͿ est tƌğs aĐtif et pƌĠseŶte uŶe aĐtivité biocide rapide envers 
divers microorganismes à de faibles concentrations (McDonnell, 2007). Il est largement 
utilisĠ Đoŵŵe dĠsiŶfeĐtaŶt de suƌfaĐes daŶs l’iŶdustƌie agƌoaliŵeŶtaire et pour la 
désinfection du matériel médical. 
 L’étude de Greub et Raoult a ĐoŵpaƌĠ l’effiĐaĐitĠ du PAA ŶoŶ foƌŵulĠ et d’uŶ pƌoduit 
ĐoŵŵeƌĐial foƌŵulĠ à ďase de PAA suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba spp. et 
Naegleria spp.. Il s’aǀğƌe Ƌue le PAA ŶoŶ foƌŵulĠ peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ les tƌophozoïtes 
d’Acanthamoeba spp. et Naegleria spp. avec une exposition de 2 h à une concentration de 
15 mg.L-1 aloƌs Ƌu’uŶe iŶĐuďatioŶ de ϭϴ h à 150 mg.L-1 est nécessaire pour inactiver les 
kǇstes d’Acanthamoeba spp.. Le produit commercial, quant à lui, inactive les trophozoïtes en 
30 min mais est iŶeffiĐaĐe pouƌ ĠliŵiŶeƌ les kǇstes d’A. polyphaga même après une 
exposition de 24 h (Greub et Raoult, 2003b). Une autre étude a montré que le PAA est 
efficace pour éliminer les kystes de N. lovanensis après une exposition de 1 h à une 
concentration de 5,3 mg.L-1 (Ercken et al., 2003). Les kǇstes d’Acanthamoeba spp. semblent 
plus résistant au PAA que ceux de Naegleria spp.. En 2010, Coulon et al. ont testĠ l’effiĐaĐitĠ, 
suƌ les kǇstes d’Acanthamoeba spp., d’uŶe solutioŶ ŶoŶ-foƌŵulĠe et d’uŶe solution 
commerciale formulée à 2 g.L-1 de PAA. Après 10 min d’eǆpositioŶ à la solutioŶ foƌŵulĠe, 
l’eŶseŵďle des kǇstes d’Acanthamoeba spp. est inactivé, alors que, pour la solution non-
formulée certains kystes ont résisté (Coulon et al., 2010). Ceci montre Ƌue l’aĐtiǀitĠ du PAA 
dépend la formulation associée. 
  3.2.4. Alcools 
 Les alĐools soŶt des ĐoŵposĠs oƌgaŶiƋues doŶt l’uŶ des ĐaƌďoŶes est liĠ à uŶ 
groupement hydroxyle (-OHͿ. L’ĠthaŶol, l’isopƌopaŶol et le Ŷ-propanol sont très souvent 
utilisés comme antiseptiques et désinfectants. La majeure partie de leur activité biocide est 
due à la formation de liaisons avec les protéines. Ces liaisons entraînent la perte de la 
structure et de la fonction des protéines et induisent une coagulation conduisant à la mort 
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des Đellules ;MĐDoŶŶell, ϮϬϬϳͿ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ optiŵale d’utilisatioŶ de l’alĐool pouƌ la 
désinfection est de 60 %-70 %, au-delà les protéines extracellulaires sont coagulées ce qui 
eŵpġĐhe la pĠŶĠtƌatioŶ de l’alĐool à l’iŶtĠƌieuƌ de la Đellule ;MĐDoŶŶell, ϮϬϬϳͿ. Il Ŷ’eǆiste 
que peu de données sur la résistance des amibes libres aux alcools. 
 En 1989 et 1991, deux études ont vérifié l’effiĐaĐitĠ, suƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes 
d’Acanthamoeba spp., d’uŶe solutioŶ pour la désinfection des lentilles de contact contenant 
20 % d’isopƌopaŶol (Connor et al., 1991 ; Penley et al., 1989). Les auteurs ont montré que 
cette solution est efficace et Ƌu’elle ĠliŵiŶe en quelques heures les trophozoïtes et les 
kǇstes d’A. castellanii, A. polyphaga et A. culbertsoni. En 2002, Aksozek et al. ont confirmé 
Ƌu’uŶe solutioŶ d’isopƌopaŶol à ϮϬ % peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ les kǇstes d’A. castellanii en 6 h 
d’eǆpositioŶ ;Aksozek et al., 2002). 
 UŶe autƌe Ġtude a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’ĠthaŶol à ϳϬ % a une bonne efficacité envers 
Acanthamoeba spp. (Coulon et al., 2010). Pour une exposition de 10 min, les trophozoïtes 
sont inactivés et la concentration des kystes réduite de plus de 4 log10. 
  3.2.5. Aldéhydes 
 Les aldéhydes sont des composés organiques qui possèdent une fonction –CHO. 
Parmi les aldéhydes trois sont fréquemment utilisés comme désinfectants : le 
glutaraldéhyde, l’oƌthophthalaldĠhǇde ;OPAͿ et le foƌŵaldĠhǇde généralement appelé 
formol quand il se trouve en solution aqueuse (McDonnell, 2007). Il existe peu de travaux de 
recherche faisaŶt ŵeŶtioŶ de l’effiĐaĐitĠ des aldĠhǇdes suƌ les aŵiďes liďƌes. 
 EŶ ϮϬϬϯ, Gƌeuď et Raoult oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ ĐoŵŵeƌĐiale foƌŵulĠe 
contenant 2 % de glutaraldéhyde sur A. polyphaga. Ils oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe laƌge pƌopoƌtioŶ 
des trophozoïtes est encore viable après 30 min à 3 h d’eǆpositioŶ ;Gƌeuď et Raoult, ϮϬϬϯďͿ. 
Une étude plus récente a montré que des solutions à 2 % de glutaraldéhyde, formulées ou 
pas, Ŷe soŶt pas effiĐaĐes pouƌ ĠliŵiŶeƌ les tƌophozoïtes et les kǇstes d’Acanthamoeba spp. 
avec des temps de contact respectifs de 10 min et de 10 à 30 min (Coulon et al., 2010). Dans 
cette même étude, les auteurs ont obtenu, avec plusieurs souches, un résultat surprenant 
en observant que les trophozoïtes étaient moins sensibles au glutaraldéhyde que les kystes. 
Coulon et al. ĠŵetteŶt aloƌs l’hǇpothğse Ƌue le glutaƌaldĠhǇde agiƌait sur les kystes par 
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liaison avec la structure de la paroi kystique ce qui empêcherait le désenkystement de 
l’aŵiďe saŶs pouƌ autaŶt la tueƌ. “eloŶ Đe ŵġŵe ƌaisoŶŶeŵeŶt, les auteurs suggèrent que la 
résistance des trophozoïtes au traitement pourrait être liée à une structure différente de la 
paroi cellulaire ou à l’eǆisteŶĐe d’une voie de détoxication active. 
 L’oƌthophthalaldĠhǇde ;OPAͿ, quant à lui, est efficace pour éliminer les trophozoïtes 
et les kǇstes d’Acanthamoeba spp.. Des solutioŶs, foƌŵulĠes ou ŶoŶ, d’OPA à Ϭ,ϱϱ % 
inactivent les trophozoïtes en 10 min et les kystes en 20 min voire 30 min pour les plus 
résistants (Coulon et al., 2010). 
 Tiewchaloren et Junnu se sont intéressés à la résistance des trophozoïtes de 
Naegleria spp. au formol et ont prouvé que ces cellules suƌǀiǀeŶt à uŶe eǆpositioŶ d’ϭ h à 
37 °C dans une solution de formol à 0,05 % et qu’elles sont inactivées dans une solution de 
formol à 0,1 % (Tiewchaloren et Junnu, 1999). En ce qui concerne les Acanthamoeba spp., 
une étude a montré que les kystes sont sensibles à une exposition de 30 min à une solution 
de formol à 10 % (Aksozek et al., 2002). 
  3.2.6. Amidines 
 Les amidines sont des composés organiques, dérivés des oxoacides, qui possèdent 
une fonction C(=NH)NH2. Les diamidines sont utilisées comme désinfectants et comme 
antiseptiques. Les plus utilisĠes daŶs la dĠsiŶfeĐtioŶ soŶt la pƌopaŵidiŶe et l’heǆaŵidiŶe. 
 Différentes études ont montré que les diaŵidiŶes soŶt effiĐaĐes pouƌ l’iŶaĐtiǀatioŶ 
des tƌophozoïtes d’aŵiďes liďƌes, paƌ ĐoŶtƌe, elles Ŷ’oŶt Ƌu’uŶe effiĐaĐitĠ tƌğs liŵitĠe suƌ les 
kystes (Gray et al., 1996 ; Kim et Hahn, 1999 ; Osato et al., 1991 ; Perrine et al., 1995). En 
1995, Perrine et al. oŶt ĠtudiĠ l’effiĐaĐitĠ ďioĐide de diffĠƌeŶtes solutions de diamidines 
;pƌopaŵidiŶe, ďutaŵidiŶe, peŶtaŵidiŶe…Ϳ à 0,1 % sur les trophozoïtes et les kystes 
d’A. polyphaga. Il en ressort que les tƌophozoïtes d’A. polyphaga sont sensibles aux 
diamidines et Ƌu’ils survivent entre 2 et 9 h en fonction de la diamidine considérée et de la 
souĐhe d’A. polyphaga. En revanche, les kǇstes d’A. polyphaga résistent entre 1 et 7 j. Parmi 
les diamidines testées par Perrine et al. (1995), l’oĐtaŵidiŶe est celle qui présente la 
meilleure efficacité. En effet les tƌophozoïtes d’A. polyphaga peuvent survivre 2 h dans une 
solution à 0,1 % d’oĐtaŵidiŶe ĐoŶtƌe ϰ à ϱ h dans une solution à 0,1 % d’heǆaŵidiŶe et ϳ à 
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9 h dans une solution à 0,1 % de propamidine. Les kystes, quant à eux, peuvent survivre 
respectivement 1 j, 3 j et entre 6 et 7 j pour des solutions à 0,1 % d’oĐtaŵidiŶe, 
d’heǆaŵidiŶe et de pƌopaŵidiŶe ;PeƌƌiŶe et al., 1995). En 1999, Kim et Hanh ont observé 
Ƌu’uŶe eǆpositioŶ de ϴ h à des solutions d’hexamidine Ŷ’aǀait pas d’effet suƌ les kystes 
d’Acanthamoeba spp. et Ƌu’uŶe iŶĐuďatioŶ de ϰϴ h à des concentrations comprises entre 
0,006 et 0,05 % en fonction des souches, permettait de les inactiver (Kim et Hahn, 1999). Il 
seŵďle Ƌue les souĐhes d’Acanthamoeba spp. testées par Kim et Hahn (1999) sont plus 
seŶsiďles à l’heǆaŵidiŶe Ƌue les souĐhes d’A. polyphaga testées par Perrine et al. (1995). 
Wysenbeek et al., ƋuaŶt à euǆ, oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe solutioŶ pour la désinfection des 
lentilles de contact contenant 0,0001 % de propamidine isethionate sur les trophozoïtes et 
les kǇstes d’Acanthamoeba spp.. Ils ont montré que cette très faible concentration en 
diamidine est inefficace aussi bien envers les trophozoïtes que les kystes (Wysenbeek et al., 
2000). 
  3.2.7. Isothiazolones 
 Les isothiazolones ou isothiazolinones sont une famille de biocide composée à partir 
d’uŶ hĠtĠƌoĐǇĐle, le ϭ,Ϯ-thiazol-3-one. Ils sont principalement utilisés pour la désinfection 
des TAR. 
 En 1992, Barker et al. oŶt ǀoulu dĠteƌŵiŶĠ l’effiĐaĐitĠ de deux dérivés 
d’isothiazoloŶe, le ďeŶzisothiazoloŶe ;BITͿ et le ϱ-chloro-N-methyl-isothiazolone (CMIT) sur 
les tƌophozoïtes d’A. polyphaga. Ces trophozoïtes ont été traités pendant 5 j soit avec une 
concentration en BIT de 0,0005 % (le fournisseur conseillant une concentration de 0,0008 %) 
soit avec une concentration en CMIT de 0,001 % (une concentration de 0,0016 % est 
recommandée par le fournisseur). Les auteurs ont observé en présence des deux composés, 
par microscopie optique, un arrondissement des cellules et un arrêt de la multiplication 
cellulaire. Ils ont ensuite remis les trophozoïtes traités dans du milieu de culture en absence 
du composé et ont observé si les trophozoïtes se remettent à se multiplier. Les trophozoïtes 
traités avec le BIT se multiplient à nouveau alors que ceux traités avec le CMIT ne se 
multiplient pas. Le BIT est donc inefficace, à Đette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des 
amibes. Le CMIT, quant à lui, peƌŵet d’iŶaĐtiǀeƌ les tƌophozoïtes (Barker et al., 1992). Dans 
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cette étude les auteurs Ŷ’oŶt à auĐuŶ ŵoŵeŶt fait ƌĠfĠƌeŶĐe à l’effiĐaĐitĠ du BIT et du CMIT 
à l’eŶĐoŶtƌe des kǇstes d’A. polyphaga. 
 Deuǆ autƌes Ġtudes se soŶt iŶtĠƌessĠes à l’effiĐaĐitĠ suƌ A. hatchetti d’uŶ pƌoduit 
commercial pour la désinfection de TAR à ďase d’uŶ dĠƌiǀĠ d’isothiazoloŶe, le ϱ-chloro-2-
methyl-4-isothiazolin-3-one (Srikanth et Berk, 1993 ; Sutherland et Berk, 1996). Ces travaux 
ont montré que les concentrations recommandées par le fournisseur (entre 0,0035 % et 
0,0219 %Ϳ peƌŵetteŶt d’iŶaĐtiǀeƌ les trophozoïtes mais pas les kystes. En effet, des kystes 
viables ont été retrouvés après 24 h d’eǆpositioŶ aǀeĐ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ isothiazoloŶe de 
1,5625 % (plus de 70 fois plus concentrée que la valeur haute conseillée par le fournisseur) 
(Sutherland et Beƌk, ϭϵϵϲͿ. “ƌikaŶth et Beƌk oŶt ĠgaleŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe faiďle 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ isothiazoloŶe iŶduit uŶe ŵultipliĐatioŶ plus ƌapide d’A. hatchetti que celle 
observée en absence du biocide (Srikanth et Berk, 1993). 
 UŶe Ġtude plus ƌĠĐeŶte a eǆaŵiŶĠ l’efficacité de deux isothiazolones (2-methyl-4-
isothiazolin-3-one et 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one) sur les trophozoïtes et les 
kystes de trois genres amibiens : Acanthamoeba, Vermamoeba et Vahlkampfia (Critchley et 
Bentham, 2009). Dans cette étude, les auteurs ont exposé les trophozoïtes et les kystes à 
une concentration de 0,015 % d’isothiazoloŶes peŶdaŶt diffĠƌeŶts teŵps de ĐoŶtaĐt. Les 
trophozoïtes provenant des trois genres sont inactivés après une exposition de 2 h à une 
température de 25 °C et 30 °C et après une exposition de 4 h à une température de 35 °C. 
Les kystes de Vahlkampfia sont inactivés après 8 h d’eǆpositioŶ aloƌs Ƌue les kǇstes 
d’Acanthamoeba et V. vermiformis ne sont pas inactivés. Ainsi les kystes de Vahlkampfia 
sont plus sensibles auǆ isothiazoloŶes Ƌue les kǇstes d’Acanthamoeba et V. vermiformis. 
  3.2.8. Ionisation cuivre-argent 
 L’ioŶisatioŶ Đuiǀƌe-argent est produite par électrolyse, c'est-à-diƌe Ƌu’uŶ ĐouƌaŶt 
électrique est créé à travers le système cuivre-argent ce qui induit la foƌŵatioŶ d’ioŶs 
ĐhaƌgĠs positiǀeŵeŶt de Đuiǀƌe et d’aƌgeŶt. Les ioŶs cuivre (Cu2+) vont interagir avec les 
membranes des microorganismes qui sont chargées négativement ce qui permet la création 
d’uŶe eŶtƌĠe daŶs la Đellule pouƌ les ioŶs argent (Ag+). Les ions Ag+ pénètrent alors dans la 
cellule et interagissent avec les protéines cellulaires, les enzymes respiratoires et les acides 
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ŶuĐlĠiƋues Đe Ƌui pƌoǀoƋue uŶ aƌƌġt de la ĐƌoissaŶĐe et de la diǀisioŶ Đellulaiƌe. L’ioŶisatioŶ 
cuivre-argent est utilisée pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’eau. 
 En 1995, Cassells et al. oŶt ĠǀaluĠ l’effiĐaĐitĠ de l’ioŶisatioŶ Đuiǀƌe-argent envers les 
trophozoïtes de N. fowleri en utilisant des ratios de 0,4 : 0,04 à 0,8 : 0,08 mg.L-1 et une 
exposition de 72 h. Ce tƌaiteŵeŶt Ŷ’a pas eu d’effet suƌ les tƌophozoïtes de N. fowleri 
(Cassells et al., 1995). En 2000, Rohr et al. oŶt testĠ l’effiĐaĐitĠ de l’ioŶisatioŶ Đuiǀƌe-argent 
sur les trophozoïtes de V. vermiformis en les exposant pendant 24 h à des ratios de 0,1 : 0,01 
à 0,5 : 0,05 mg.L-1. Ce tƌaiteŵeŶt Ŷ’a pas peƌŵis d’iŶaĐtiǀeƌ les tƌophozoïtes de 
V. vermiformis (Rohr et al., 2000). 
 D’autƌes Ġtudes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes suƌ des ďaŶĐs d’essais de réseau de distribution 
d’eau potaďle. DaŶs Đes Ġtudes, les auteurs oŶt tƌaitĠ le ďaŶĐ d’essais en continu pendant 3 
mois avec un ratio soit de 0,5 : 0,01 mg.L-1 soit de 0,8 : 0,02 mg.L-1. Ces tƌaiteŵeŶts Ŷ’oŶt eu 
auĐuŶ effet suƌ la populatioŶ d’aŵiďes liďƌes pƌĠseŶtes daŶs le ďaŶĐ d’essais (Loret et al., 
2005 ; Thomas et al., 2004). 
 3.3. Bilan 
 Cette étude bibliographique, montre que le comportement des Acanthamoeba spp. 
vis-à-vis des biocides, et plus particulièrement ceux présents dans les solutions de nettoyage 
des lentilles de contact, est bien documentée en comparaison aux autres amibes libres. Ceci 
s’eǆpliƋue paƌ le fait Ƌue les Acanthamoeba spp. sont responsables de kératites, leur 
élimination représente donc un enjeu sanitaire. Par contre, il n'existe que peu d'études qui 
ont fait mention de la résistance des amibes libres aux biocides utilisés dans le traitement de 
l’eau ;pƌoduĐtioŶ d’eau potaďle, REC“, TAR, eauǆ de pisĐiŶes…Ϳ. EŶ ƌaisoŶ de leuƌ pƌĠǀaleŶĐe 
dans les environnements artificiels aquatiques et leur rôle de réservoir pour de nombreux 
microorganismes pathogènes, il est indispensable, à l'avenir, de mieux connaître la 
résistance des amibes libres aux traitements de désinfection utilisés dans les installations 
liées aux activités anthropiques. 
 Pouƌ l’eŶseŵďle des espğĐes d’aŵibes libres il est apparu que, à l’eǆĐeptioŶ du 
glutaraldéhyde (cf. 3.2.5. Les aldéhydes), les trophozoïtes sont plus sensibles aux traitements 
physiques et chimiques que les kystes. Cette différence est vraisemblablement due à la 
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composition de la paroi kystique. D’iŵpoƌtaŶtes ǀaƌiatioŶs de la ƌĠsistaŶĐe auǆ tƌaitements 
ont été observées entre les différents genres amibiens. Il en ressort que les kystes 
d’Acanthamoeba spp. et de Balamuthia mandrillaris sont plus résistants aux biocides que les 
kystes de V. vermiformis, Naegleria spp. et Vahlkampfia spp.. Ceci est peut être dû à la 
structure de la paroi kystique (les parois kystiques des Acanthamoeba spp. et de Balamuthia 
mandrillaris ont respectivement deux et trois couches, cf. 1.2.1.2.) et/ou aux compositions 
différentes de la paroi des kystes. En effet, en fonction des genres amibiens la composition 
de la paƌoi kǇstiƋue diffğƌe. Paƌ eǆeŵple, la paƌoi des kǇstes d’Acanthamoeba spp. est riche 
en cellulose alors que les kystes de Naegleria spp. et de Vermamoeba/Hartmannella en sont 
dépourvus (Linder et al., 2002). 
 Concernant les traitements physiques, les amibes libres sont très résistantes aux 
irradiations de type UV, rayons gamma et rayons X ce qui montre que les amibes libres 
possğdeŶt des ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠpaƌatioŶ de l’ADN tƌğs effiĐaĐes. Paƌ ĐoŶtƌe, elles soŶt très 
sensibles aux micro-ondes. Les amibes libres sont insensibles à la cryothérapie et aux cycles 
répétés de congélation-décongélation. Elles présentent une sensibilité moyenne aux 
tƌaiteŵeŶts theƌŵiƋues, ŵais l’effiĐaĐitĠ des hautes teŵpĠƌatuƌes pouƌ l’Ġliŵination des 
amibes libres varie énormément en fonction des genres et des espèces. En effet, les 
Naegleria spp. sont très sensibles aux traitements thermiques alors que les Acanthamoeba 
spp. y sont beaucoup plus résistantes. Il existe aussi des variations au niveau des souches, 
par exemple chez les Acanthamoeba spp., il y a des souches thermotolérantes qui peuvent 
survivre à des températures de 80 °C. Cependant, les traitements thermiques restent parmi 
les traitements physiques les plus effiĐaĐes pouƌ l’Ġliŵination des amibes libres. 
 Concernant les traitements chimiques, les amibes libres sont très résistantes aux 
tƌaiteŵeŶts halogĠŶĠs ;le Đhloƌe et ses ĐoŵposĠs, le ďƌoŵe, l’iode et les iodophoƌesͿ, au 
dioxyde de chlore qui est un agent oxydant, au glutaraldĠhǇde et à l’ioŶisatioŶ Đuiǀƌe-argent. 
Elles possèdent une résistance modérée aux autres agents oxydants (ozone, peroxyde 
d’hǇdƌogğŶe et aĐide pĠƌaĐĠtiƋueͿ, auǆ ďioĐides ĐatioŶiƋues ;ďiguaŶides et ĐoŵposĠs 
d’aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌeͿ, à ĐeƌtaiŶs aldĠhǇdes ;oƌthophtalaldéhyde et formaldéhyde), aux 
amidines et aux isothiazolones. Cependant, l’effiĐaĐitĠ de Đes ĐoŵposĠs ǀaƌie ĠŶoƌŵĠŵeŶt 
en fonction de la concentration du composé, du temps de contact, de la formulation 
associée et bien évidemment de la souche amibienne considérée. Les alcools de type 
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ĠthaŶol et isopƌopaŶol soŶt tƌğs effiĐaĐes pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des aŵiďes liďƌes. Ils peuvent 
être utilisés comme désinfectant de surfaces mais ne peuvent pas intervenir dans les 
pƌoĐĠdĠs de tƌaiteŵeŶt d’eau. 
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CHAPITRE II : Démarche scientifique et objectifs 
 Les amibes libres sont largement répandues dans l'environnement, elles colonisent 
également les milieux aquatiques liés aux activités anthropiques comme les usines de 
potabilisation (Hoffmann et Michel, 2001 ; Thomas et al., 2006), les réseaux de distribution 
d'eau (Kilvington et al., 2004 ; Thomas et al., 2006), les TAR (Srikanth et Berck, 1993) et les 
systèmes de refroidissement des centrales nucléaires (Stevens et al., 1977 ; Sykora et al., 
1983). Certains genres ou espèces d'amibes libres sont potentiellement pathogènes pour 
l'Homme mais en tant que telles, elles ne sont pas considérées comme un problème majeur 
de santé publique. Cependant, il est maintenant bien établi que les amibes libres jouent un 
rôle de réservoir pour les microorganismes et en particulier les bactéries pathogènes comme 
Legionnella pneumophila, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, 
Mycobacterium spp. (Greub et Raoult, 2004 ; Thomas et al. 2010). Par exemple, 
L. pneumophila est responsable de la plupart des épidémies de légionellose qui est une 
maladie mortelle dans 10 % des cas. La majorité de ces épidémies sont liées aux RECS et TAR 
contaminés par L. pneumophila qui est associée aux amibes libres (Fields et al., 2002). Les 
amibes libres protègent Legionella spp. des conditions hostiles et favorisent leur 
dissémination dans l'environnement (Greub et Raoult, 2004). Il a aussi été montré que les 
Legionella spp. qui ont séjourné dans les amibes libres sont plus résistantes aux traitements 
de désinfection et plus virulentes (Kilvington et Price, 1990). Ainsi, le contrôle des amibes 
libres dans les environnements artificiels représente un enjeu sanitaire important. 
Cependant, les amibes libres ont la capacité de passer d'une forme métaboliquement active 
(trophozoïte) à une forme de résistance, le kyste, lorsque les conditions sont défavorables. 
Les kystes permettent aux amibes libres de résister aux conditions environnementales 
défavorables et leurs offrent également une résistance aux traitements de désinfection. 
L'enkystement constitue donc une étape clé dans la survie et la résistance des amibes libres 
aux conditions hostiles. Dans le but de contrôler les amibes libres dans les environnements 
artificiels (RECS, TAR...), et, de ce fait, prévenir les risques sanitaires, une meilleure 
compréhension des processus de différenciation et de la résistance des kystes aux 
traitements de désinfection est nécessaire. 
 Dans les milieux artificiels comme les usines de potabilisation, les réseaux de 
distribution d'eau potable, les RECS et les TAR, plusieurs études semblent montrer que 
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l'espèce Vermamoeba vermiformis est l’aŵiďe liďƌe prédominante (Buse et al., 2013 ; 
Jacquemin et al., 1981 ; Loret et al., 2008a et b ; Ovruskty et al., 2013 ; Rohr et al., 1998 ; 
Thomas et al., 2006 et 2008). Son rôle de réservoir de bactéries pathogènes est maintenant 
bien établi (Fields et al., 1990 ; Horn et al., 2000 ; Santic et al., 2011) et sa relation avec 
L. pneumophila est bien documentée (Abu Kwaik et al., 1994 et 1996 ; Fields et al., 1990 ; 
Venkataraman et al., 1997 et 1998 ; Venkataraman et Abu Kwaik, 2000). Cependant, il 
Ŷ’existe que peu de données relatives aux processus de différenciation chez V. vermiformis 
et à la résistance des kystes aux traitements de désinfection. La plupart des études menées 
sur les amibes libres traitent des Acanthamoeba spp. et Naegleria fowleri en raison de leur 
pouvoir pathogène pour l'Homme. L'espèce V. vermiformis n'est pas directement pathogène 
pour l'Homme, même si elle est considérée par certains auteurs comme un colonisateur 
opportuniste associé aux méningo-encéphalites (Centeno et al., 1996) et aux kératites 
(Aitken et al., 1996 ; Inouet et al., 1998 ;Lorenzo-Morales et al., 2007b). Ceci peut expliquer 
le manque de recherches sur cette espèce. Le travail de doctorat présenté dans ce manuscrit 
a donc pour ambition de faire avancer l'état des connaissances sur V. vermiformis. 
 V. vermiformis, qui était classé jusqu'en 2011 dans le genre Hartmannella (Smirnov et 
al., 2011), a été décrite pour la première fois en 1967 par Page Ƌui l’a dĠĐƌite à deuǆ 
nouvelles reprises en 1974 et 1986. Cet auteur a alimenté les données morphologiques et 
structurales des trophozoïtes et des kystes grâce à des techniques de microscopie. Plus 
récemment, Smirnov et Michel (1999) ont étudié la structure du kyste de V. vermiformis par 
MET. En 2005, Dykova et al. ont également décrit la structure de kystes immatures de deux 
souches de V. vermiformis isolées de poissons. Mais, au début de la thèse, il n'existait aucun 
travail de recherche faisant état des changements morphologiques et structuraux qui 
s'opèrent lors des processus de différenciation chez V. vermiformis. Nous avons donc décidé, 
dans un premier temps, d'investiguer les changements morphologiques et structuraux qui 
s'opèrent lors de l'enkystement et du désenkystement. Pour cela nous avons choisi d'utiliser 
différentes techniques de microscopie optique (contraste de phase, confocale) et de 
microscopie électronique (MEB et MET). 
 Dans un deuxième temps, nous avons étudié plus particulièrement l'enkystement de 
V. vermiformis. Avant nos travaux, il n'existait aucune publication faisant référence aux 
signaux induisant l'enkystement et aux mécanismes moléculaires mis en jeu lors de ce 
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processus chez V. vermiformis. Nous avons donc évalué l'effet de différents facteurs sur ce 
processus. D'abord, nous avons testé l'effet de trois conditions environnementales : la 
température, le pH et la pression osmotique, sur l'enkystement de V. vermiformis. Puis nous 
avons testé l'effet de la concentration cellulaire sur ce processus. 
 Dans un troisième et dernier temps, nous avons étudié la résistance des kystes de 
V. vermiformis aux traitements de désinfection. Notre choix s'est porté sur les traitements 
de désinfection utilisés dans les RECS car ils représentent l'une des sources souvent 
incriminée lors des épidémies de légionellose. En France, la circulaire du 22 avril 2002 
(DGS/SD7A/DHOS/EA no2002/243) donne les directives à suivre (fonctionnement 
hydraulique, température à maintenir aux différents points du réseau, lutte contre 
l'entartrage et la corrosion) et les traitements de désinfection utilisables pour la désinfection 
des RECS afin de prévenir le risque légionelles. En se référant à cette circulaire, nous avons 
choisi d'évaluer la résistance des kystes de V. vermiformis à trois traitements fréquemment 
utilisés dans les RECS : les traitements chlorés, les chocs thermiques et les traitements à 
l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène. Cependant, il a déjà été montré dans la 
littérature que les biocides classiques sont parfois inefficaces pour éliminer totalement les 
amibes libres des RECS (Rohr et al., 1998). C'est pourquoi, il est nécessaire de développer de 
nouveaux traitements. Dans cette optique, nous avons voulu tester un traitement innovant 
en utilisant des enzymes pour désactiver les kystes de V. vermiformis. Notre choix s'est porté 
sur les protéases car il a été montré que les composants majeurs de la paroi des kystes 
d'Hartmannella glebae, une amibe libre proche de V. vermiformis, sont des protéines 
(Upadhyay et al., 1984). Nous avons sélectionné, comme protéase, la subtilisine qui a été 
récemment identifiée pour son activité antifouling sur les biofilms marins (Leroy et al., 2008a 
et b). 
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CHAPITRE III : Matériel et méthodes 
1. Microorganismes 
 1.1. Souches amibiennes 
  1.1.1. Souches de Vermamoeba vermiformis 
Plusieurs souches de Vermamoeba vermiformis ont été utilisées. La première est la 
souche de référence V. vermiformis ATCC 50237 provenant de l'Amercian Type Culture 
Collection (ATCC). Elle a été isolée d'une tour aéroréfrigérante d'un hôpital du Dakota du sud 
(Etats-Unis). Cette souche a été axénisée, c'est-à-dire purifiée de tous microorganismes, 
même symbiotiques. Elle peut être cultivée en milieu nutritif liquide de type PYNFH modifié 
(Peptone - Yeast - Nucelic acid - Folic acid - Hemin) également appelé ATCC 1034. La 
deuxième est la souche environnementale V. vermiformis 172A (la séquence du gène codant 
pour l'ARNr 18s est identique au no d'accession : M95168) isolée d'un réseau d'eau 
hospitalier (Lausanne, Suisse), il s'agit de la souche 2 décrite dans la publication de Thomas 
et al. (2006). Cette souche a été axénisée et est cultivable en milieu nutritif liquide PYNFH 
modifié. Les autres souches de V. vermiformis utilisées sont des souches environnementales 
isolées d'eaux de rivières ou de RECS hospitaliers par la société STERIS. Il s'agit des souches : 
V. vermiformis 736 (no d'accession de la séquence du gène codant pour l'ARNr 18s : 
DQ123623.2), V. vermiformis SNF1 (no d'accession de la séquence du gène codant pour 
l'ARNr 18s : EU137741.1), V. vermiformis 03/5 (la séquence du gène codant pour l'ARNr 18s 
est identique au no d'accession : M95168.1) et V. vermiformis DV10 (aucune séquence 
déposée). Ces souches n'ont pas été axénisées et sont seulement cultivables sur des géloses 
recouvertes de bactéries mortes ou vivantes. 
  1.1.2. Souches d'Acanthamoeba 
Deux souches d'Acanthamoeba ont été utilisées. La première est la souche de 
référence A. castellanii ATCC 30234, il s'agit d'une souche de référence dérivée de la souche 
ATCC 30010 qui a été isolée en 1957 d'un sol provenant de la ville de Pacific Grove en 
Californie (Etats-Unis). La deuxième est la souche Acanthamoeba sp. ApCHUV (no d'accession 
de la séquence du gène codant pour l'ARNr 18s : GU459320) isolée d'un RECS hospitalier par 
la société STERIS. Ces deux souches sont axénisées et sont cultivables en milieu nutritif 
liquide PYG (Peptone-Yeast extract-Glucose).
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Le tableau 5 récapitule les données concernant les souches d'amibes. 
Tableau 5 : Tableau de synthèse des souches amibiennes et milieux de culture. 
Genre Espèce Souche Axénisée 
Milieu de culture 
liquide 
Milieu de 
culture solide 
Vermamoeba vermiformis ATCC 50237 Oui PYNFH modifié NNA-E. coli 
Vermamoeba vermiformis 172A Oui PYNFH modifié NNA-E. coli 
Vermamoeba vermiformis 736 Non Non NNA-E. coli 
Vermamoeba vermiformis SNF1 Non Non NNA-E. coli 
Vermamoeba vermiformis 03/5 Non Non NNA-E. coli 
Vermamoeba vermiformis DV10 Non Non NNA-E. coli 
Acanthamoeba castellanii ATCC 30234 Oui PYG NNA-E. coli 
Acanthamoeba sp. ApCHUV Oui PYG NNA-E. coli 
 1.2. Souche bactérienne 
 Les amibes peuvent être cultivées sur des géloses NNA (Non Nutrient Agar) 
recouvertes de bactéries mortes ou vivantes. Dans cette optique, la souche d'Escherichia coli 
XL1 a été sélectionnée car elle est n'est pas résistante à la phagocytose amibienne et est 
facilement cultivable. Cette souche a été cultivée en milieu nutritif liquide LB (Luria Bertani). 
 1.3. Cryoconservation 
 Les différentes souches d'amibes ont été cryoconservées sous la forme kystique afin 
de les stocker sur de longues durées tout en préservant au mieux les cellules. Pour cela, les 
amibes ont été mises à enkyster soit dans du milieu d'enkystement Neff (cf. II.2.1.1.1.) soit 
sur des géloses NNA-E. coli (cf. II.2.1.1.). Les kystes ont ensuite été récupérés par grattage et 
mis en suspension dans du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1). Les kystes ont été 
cryoconservés dans une solution de DMSO (diméthylsulfoxyde) à 7 %. Pour cela, le DMSO a 
été mis à solidifier sur un lit de glace, puis, il a été dilué avec du tampon phosphate (pH = 7, 
50 mmol.L-1) afin d'obtenir une solution de DMSO à 14 %. Les kystes en suspension ont 
ensuite été mélangés avec la solution de DMSO afin d'obtenir une concentration finale en 
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DMSO de 7 %. Après 30 min d'incubation à température ambiante, les kystes ont été placés 
à -80 °C. 
 La souche d'E. coli XL1 a été conservée à -20 °C. Pour cela, les cellules ont été 
centrifugées 10 min à 5000 g, remisent en suspension dans une solution contenant 15 % de 
glycérol et 75 % de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal puis oŶt ĠtĠ stoĐkĠes à -20 °C. 
2. Milieux de culture 
 2.1. Milieux nutritifs pour la culture des amibes 
Les souches de V. vermiformis axénisées ont été cultivées durant 3 j à 28 °C dans du 
milieu nutritif liquide PYNFH modifié contenu dans des flacons de culture cellulaire. La 
composition du milieu PYNFH modifié est la suivante : pH = 6,5, bacto-peptone 1 %, extrait 
de levure 1 %, ARN de torula de type VI 0,1 %, acide folique 33 µmol.L-1, hémine 1,5 µmol.L-1, 
Na2HPO4 3,6 mmol.L
-1, KH2PO4 26 mmol.L
-1, sĠƌuŵ de ǀeau fœtal ϭϬ %. 
Les souches de V. vermiformis non axénisées ont été cultivées sur des géloses NNA 
(agar 15 g.L-1) recouvertes après solidification de 1,5 mL de suspension d'E. coli XL1 qui a été 
cultivée pendant 12 h dans du milieu LB (cf. II.1.2.2.). Les géloses ont été séchées et 
conservées à 4 °C avant utilisation. 
Les souches d'Acanthamoeba ont été cultivées durant 3 j à 28 °C dans du milieu 
nutritif liquide PYG contenu dans des flacons de culture cellulaire. La composition du milieu 
PYG est la suivante : pH = 6,5, protéose peptone 2 %, extrait de levure 0,1 %, glucose 
0,1 mol.L-1, MgSO4 7H2O 4 mmol.L
-1, CaCl2 2H2O 0,4 mmol.L
-1, sodium citrate dihydrate 
3,4 mmol.L-1, Na2HPO3 2H2O 2,5 mmol.L
-1, KH2PO4 2,5 mmol.L
-1, Fe(NH4)2(SO4)2 6H2O à 
0,5 mmol.L-1. 
 2.2. Milieu nutritif pour la culture d'E. coli 
La souche d'Escherichia coli XL1 blue a été cultivée dans du milieu liquide LB 
(tryptone 1 %, extrait levure 0,5 %, NaCl 0,17 mol.L-1) à 37 °C sous agitation (200 rpm). 
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3. Enkystement et désenkystement des amibes 
 3.1. Enkystement des amibes 
  3.1.1. Enkystement en milieu liquide Neff 
Après 3 j de culture dans le milieu liquide PYNFH modifié ou PYG, les souches 
d'amibes axéniques ont été suspendues par grattage puis ont été centrifugées 7 min à 500 g. 
Le culot a été lavé à deux reprises dans du milieu d'enkystement liquide Neff (pH = 8,8, KCl 
0,1 mol.L-1, MgSO4 8 mmol.L
-1, CaCl2 0,4 mmol.L
-1, Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-
propanediol) 20 mmol.L-1, NaHCO3 1 mmol.L
-1). Les amibes ont ensuite été suspendues dans 
du ŵilieu d’eŶkǇsteŵeŶt Neff où la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ Đellulaiƌe a ĠtĠ ajustĠe à ϱ.ϭϬ5 cellules.mL-1 
par dénombrement direct sur cellule de numération (cf. II.3.1.1.) et ont été incubées à 28 °C 
dans des flacons de culture cellulaire. 
Afin de générer un stock de kystes utilisables pour les traitements, les amibes ont été 
enkystées pendant 7 j à 28 °C. Les kystes matures ont ensuite été récupérés par grattage, 
centrifugés pendant 7 min à 1000 g et remis en suspension dans du tampon phosphate (pH = 
7, 50 mmol.L-1). Les kystes ainsi produits ont pu être conservés pendant 14 j à 4 °C pour 
utilisation. 
  3.1.2. Enkystement sur gélose NNA-E. coli 
Les souches non axéniques d'amibes ont été mises à enkyster sur des géloses NNA-
E. coli. Apƌğs ƌeĐouǀƌeŵeŶt de la gĠlose paƌ la Đultuƌe d’aŵiďe et ǀisualisatioŶ des kǇstes paƌ 
microscopie photonique, les kystes ont été prélevés par grattage. 
 3.2. Désenkystement des amibes 
 Les souches axéniques d'amibes ont été désenkystées par incubation dans un milieu 
nutritif liquide. Pour cela, les kystes ont été centrifugés à 1000 g pendant 7 min et mis en 
suspension dans du milieu nutritif liquide de type PYNFH modifié pour les souches de 
V. vermiformis et de type PYG pour les souches d'Acanthamoeba. Les amibes ont ensuite été 
incubées à 28 °C dans des flacons de culture cellulaire. 
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 3.3. Dénombrement et mesure du taux d'enkystement 
  3.3.1. Dénombrement total des amibes 
 Le Ŷoŵďƌe total d’aŵiďes dans un échantillon a été estimé par comptage direct sur 
des cellules de numération. Pour cela, l'échantillon à dénombrer a été centrifugé (7 min à 
500 g) puis mis en suspension dans du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1) afin 
d'éliminer toutes traces de milieu de culture ou de milieu d'enkystement. Le nombre total 
d'amibes a été calculé à deux reprises à l'aide de cellules de numération Fast-Read 102®. 
Pour cela, 7 µL d'échantillon ont été déposés sur les grilles de numération qui contiennent 
10 grands carreaux de 0,1 µL subdivisés en 16 secteurs. Le nombre d'amibes a été dénombré 
sur au moins 4 grands carreaux pour les échantillons concentrés et sur l'intégralité de la 
cellule de numération pour les échantillons les plus dilués. 
  3.3.2. Dénombrement des kystes matures 
 AfiŶ de dĠŶoŵďƌeƌ les kǇstes ŵatuƌes daŶs uŶ ĠĐhaŶtilloŶ, il ĐoŶǀieŶt d’ĠliŵiŶeƌ les 
trophozoïtes et les kystes immatures. Pour cela, un traitement avec une solution de SDS 
(dodécylsulfate de sodium) de concentration finale à 0,5 % a été appliqué à chaque 
échantillon. A cette concentration, la solution de SDS lyse les trophozoïtes et les kystes 
immatures alors que les kystes matures y résistent, grâce à leur paroi protectrice. 
Cependant, comme ce réactif précipite en présence du milieu d'enkystement, les 
échantillons ont été préalablement centrifugés (7 min à 500 g) et mis en suspension dans du 
tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1). Le nombre de kystes matures a alors été 
dénombré à deux reprises avec les cellules de numération Fast-Read 102®. Le nombre de 
kystes matures par mL a été calculé en tenant compte du facteur de dilution induit par 
l'incorporation de la solution de SDS. 
  3.3.3. Mesure du taux d'enkystement 
 Il a été possible de mesurer le taux d'enkystement dans un échantillon donné. Pour 
cela il a suffi de dénombrer le nombre total d'amibes dans l'échantillon et le nombre de 
kystes matures. Le taux d'enkystement a été ensuite calculé par la formule suivante : 
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 La figure 22 reprend les différentes étapes nécessaires à la mesure du taux 
d'enkystement. 
 
Figure 22 : Mesure du taux d'enkystement. 
 3.4. Estimation de la viabilité 
 La viabilité des amibes a été estimée par une méthode statistique appelée méthode 
du Nombre le Plus Probable (NPP). Elle permet d'estimer la concentration des 
microorganismes cultivables présents dans un échantillon. Pour cela, une série de dilutions 
allant d'un facteur de 100 à 10-7 de l'échantillon à analyser a été réalisée dans du tampon 
phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1Ϳ. ChaƋue dilutioŶ a fait l’oďjet d’uŶ eŶseŵeŶĐeŵeŶt eŶ 
triplicata sur des géloses NNA-E. coli (cf. II.1.2.1.). Après 2 semaines d'incubation à 
température ambiante, la présence ou l'absence de croissance amibienne a été notée pour 
chacune des boîtes ensemencées. Cette croissance est caractérisée par la présence d'un halo 
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de croissance au niveau de l'ensemencement, et de trophozoïtes observables en 
microscopie photonique inversée. Il a ainsi été obtenu un chiffre allant de 0 à 3 pour 
chacune des dilutions selon le nombre de boîtes présentant une croissance amibienne. Ces 
résultats ont été reportés dans un programme de calcul (en ligne le 25/06/13, 
http://www.wiwiss.fu-berlin.de/institute/iso/mitarbeiter/wilrich/MPN_ver2.xls) qui est basé 
sur les tables de McGrady et qui donne la concentration de l'échantillon en amibes 
viables.mL-1. La méthode NPP utilisée est schématisée dans la figure 23. 
 
Figure 23 : Estimation de la viabilité des amibes libres. 
4. Traitements des kystes d'amibe 
 Les traitements ont été réalisés à partir de stocks de kystes matures conservées à 
4 °C (cf. II.2.1.1.1.). Pour chaque essai de traitement la concentration en kystes a été ajustée 
à 5.105 cellules.mL-1 dans du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1) par dénombrement 
direct sur cellule de numération (cf. II.3.1.1.). 
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4.1. Traitements chlorés 
 Les traitements chlorés ont été réalisés avec une solution commerciale 
d'hypochlorite de sodium à 13 % de chlore actif (Acros Organics). Le chlore étant instable, il a 
été nécessaire de doser régulièrement la concentration en chlore libre de cette solution. Ce 
dosage a été réalisé par la méthode titrimétrique à la N,N-diéthylphénylène-1,4 diamine 
décrite dans la norme internationale NF EN ISO 7393. A partir de cette solution commerciale 
une solution à 1 g.L-1 de chlore libre a été préparée extemporanément dans de l'eau 
ultrapure stérile, il s'agit de la solution mère qui a été utilisée pour le traitement des kystes. 
La suspension de kyste a été répartie dans des tubes de 15 mL, puis traitée à 
différentes concentrations en chlore et différents temps de contacts : 2,5 ; 5 et 10 mg.L-1 
pendant 10, 30 et 60 min et 15 mg.L-1 pendant 10 min à 28 °C. A la fin du temps de contact 
sélectionné, la réaction a été neutralisée par un ajout en excès d'une solution de thiosulfate 
de sodium à 0,1 mol.L-1 (ajout de 0,28 µL de thiosulfate de sodium à 0,1 mol.L-1 pour 
neutraliser 1 mg.L-1 de chlore dans 1 ml d'échantillon). Pour chaque concentration en chlore 
testée, un échantillon témoin a été introduit. Il a subi les mêmes conditions que l'échantillon 
traité, seule la solution de chlore a été remplacée par de l'eau ultrapure stérile ce qui permet 
de conserver la même concentration cellulaire et également de s'assurer que le thiosulfate 
de sodium n'est pas nocif pour les kystes. 
 4.2. Traitements thermiques 
 La suspension de kystes a été répartie dans des flasques de culture cellulaire de 
25 cm2 qui ont été incubés à différentes températures et temps d'incubation dans des 
étuves à chaleur sèche. Quatre températures et deux temps d'incubation ont été appliqués : 
50, 55, 60 et 70 °C pendant 30 et 60 min. Le témoin quant à lui a été incubé à 28 °C. 
 4.3. Traitements à l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène 
 Les traitements à base d'acide péracetique couplé au peroxyde d'hydrogène ont été 
réalisés avec une solution commerciale, le Ferrocid 8591, fournie par BKG Water Solutions. 
Ce réactif est composé de 4,5 % (m/m) d'acide péracetique (C2H4O3) et 26,7 % (m/m) de 
peroxyde d'hydrogène (H2O2), la concentration de ce réactif est exprimée en équivalent 
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H2O2. Une solution à 100 g.L
-1 équivalent H2O2 a été préparée extemporanément dans de 
l'eau ultrapure stérile, il s'agit de la solution mère qui a été utilisée pour le traitement des 
kystes. 
La suspension de kyste a été répartie dans des tubes de 15 mL, puis traitée à 
différentes concentrations en acide péracetique couplé au peroxyde d'hydrogène et 
différents temps de contacts : 0,1 ; 0,5 et 1 g.L-1 équivalent H2O2 pendant 30 et 60 min à 
28 °C. Sept minutes avant la fin du temps de contact sélectionné, les kystes ont été 
centrifugés pendant 7 min à 1000 g. Le surnageant a été éliminé et les kystes ont été 
suspendus pendant 5 min dans 5 mL de bouillon Dey-Engley (référence D3435, Fluka 
Analytical) additionné de 0,02 % de catalase (numéro CAS : 9001-05-2) afin de neutraliser les 
désinfectants. Les kystes ont ensuite été centrifugés pendant 7 min à 1000 g et suspendus 
dans du tampon phosphate (pH = 7 ; 50 mmol.L-1). Pour chaque concentration en Ferrocid 
8591 testée, un tube témoin comprenant le même volume en eau ultrapure stérile que celui 
de la solution de Ferrocid 8591 a été réalisé. Puis l'échantillon témoin a subi les mêmes 
étapes de centrifugation et neutralisation. 
 4.4. Traitements aux protéases 
 Les traitements aux protéases ont été réalisés avec une solution commerciale de 
subtilisine (NS81220), une protéase isolée chez Bacillus licheniformis et fournie par 
Novozymes. La concentration de cette solution est de 2,625 U.mL-1, elle a été utilisée pour 
les traitements sans dilution préalable. 
La suspension de kyste a été répartie dans des tubes de 15 mL, les tubes ont ensuite 
été centrifugés pendant 7 min à 1000 g. Puis, une partie du surnageant a été éliminée et 
remplacée par la solution de subtilisine à 2,625 U.mL-1 afin d'obtenir des concentrations 
finales en subtilisine de 0,625 ; 1,25 et 2,5 U.mL-1. Ces suspensions ont alors été incubées 
dans des flasques de 25 cm2 pendant 24 h à 37 °C afin d'avoir une activité optimale de 
l'enzyme. Le témoin a été simplement incubé 24 h à 37 °C. 
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5. Microscopie photonique et électronique 
 5.1. Microscopie photonique 
  5.1.1. Microscopie à contraste de phase 
Deux microscopes à contraste de phase ont été utilisés : un microscope inversé 
(CKX41, Olympus) et un microscope droit (BX51, Olympus). Le microscope inversé, muni de 
trois objectifs (x10, x20 et x40), permettait d'observer directement les populations d'amibes 
dans les flasques de culture cellulaire, les microplaques et sur les géloses NNA-E. coli. 
Cependant, pour faire des prises de vue plus nettes et à plus fort grossissement un 
microscope droit équipé d'un objectif à immersion x100 a été utilisé. L'échantillon à observer 
était alors déposé entre lame et lamelle. 
  5.1.2. Microscopie confocale 
Un microscope confocal inversé à disque rotatif de type Revolution/Andor a été 
utilisé pour faire une acquisition de signaux en transmission au cours du temps. Pour cela les 
amibes étaient placées dans une boîte de pétri à fond de verre qui permet l'observation au 
microscope confocal. Puis une acquisition en transmission a été faite toute les 30 ou 60 s 
pendant plusieurs heures sur différentes positions de la boîte de pétri. Ces acquisitions ont 
été réalisées à l'aide d'un objectif x 20. Grâce aux images générées sur chacune des positions 
de la boîte de pétri, des films ont été montés avec 15 images par seconde. Les 
expérimentations de microscopie confocale ont été réalisées au sein de la plateforme de 
microscopie ImageUP de l'Université de Poitiers. 
 5.2. Microscopie électronique 
Les expérimentations de microscopie électronique à balayage et à transmission ont 
été réalisées au sein de l'unité de Pathologie Ultrastructurale et Expérimentale du service 
d'Anatomie et Cytologie Pathologiques du CHU de Poitiers. 
  5.2.1. Microscopie électronique à balayage (MEB) 
Pour les expérimentations de MEB les amibes ont été cultivées, enkystées ou 
désenkystées soit dans des flacons de culture cellulaire soit directement sur des lamelles en 
verre qui permettent l'observation au microscope électronique à balayage. 
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Les amibes, présentent dans les flacons de culture cellulaire, ont été détachées du 
support par grattage puis centrifugées 7 min à 500 g. Le surnageant a été éliminé et le culot 
a été remis en suspension dans une solution de glutaraldéhyde à 3 % préparée avec du 
tampon phosphate avec une concentration finale de 0,1 mol.L-1 et un pH de 7,2. La fixation 
au glutaraldhéhyde a été faite pendant 2 h à 4 °C. Au bout de ce temps, les cellules ont été 
lavées trois fois avec du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1), puis déposées sur des 
lamelles en verre préalablement polylisinées pour permettre l'adhésion des cellules. 
Les amibes qui ont été cultivées, enkystées ou désenkystées directement sur des 
lamelles en verre étaient adhérentes ce qui a permis de faire une fixation directe sur les 
lamelles. Pour cela, le milieu dans lequel baignait les lamelles a été éliminé et remplacé par 
une solution de glutaraldéhyde à 3 % préparée dans du tampon phosphate (pH = 7,2 ; 
0,1 mol.L-1). La fixation a été faite à 4 °C pendant 2 h, puis les lamelles ont été rincées trois 
fois avec du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1). 
Après l'étape de fixation au glutaraldéhyde, les cellules ont été déshydratées dans 
des bains successifs de concentrations croissantes en acétone. Pour cela, les lamelles en 
verre ont été immergées : deux fois pendant 1 min, 5 min et 10 min dans des bains 
d’aĐĠtoŶe à ϱϬ %, 70 % et 90 % respectivement. Pour finir, une immersion de 5 min dans de 
l'acétone pur a été réalisée. Après déshydratation, les cellules ont été desséchées par 
contournement du point critique du dioxyde de carbone (CO2). Cette étape a été réalisée 
dans un appareil à point critique (BAL-TEC CPD 030). Suite aux étapes de déshydratation et 
de dessiccation, les lamelles ont été collées sur des plots métalliques à l'aide d'un ruban 
adhésif conducteur. Les échantillons ont été ensuite métallisés grâce à un métalliseur à 
pulvérisation cathodique avec une source Or (BAL-TEC SCD 005). 
L'observation des échantillons a été faite avec un microscope électronique à balayage 
JEOL JSM-840 équipé ou non d'une caméra. Lorsque le microscope électronique à balayage 
n'était pas équipé d'une caméra les photographies étaient prises sur pellicules argentiques. 
La figure 24 reprend les grandes étapes de la préparation des échantillons pour 
l'observation en MEB. 
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Figure 24 : Préparation des échantillons pour l'observation en microscopie électronique à 
balayage. 
  5.2.2. Microscopie électronique à transmission (MET) 
 Pour la MET les amibes ont été cultivées, enkystées ou désenkystées dans des flacons 
de culture cellulaire, puis fixées au glutaraldéhyde avec le même protocole tel que utilisé en 
MEB (cf. II.5.2.1.). Les cellules ont ensuite été lavées trois fois avec du tampon phosphate 
(pH = 7, 50 mmol.L-1) puis post-fixées au tetroxyde d'osmium. Pour cela, les cellules ont été 
centrifugées 7 min à 500 g puis remises en suspension dans d'une solution de tetroxyde 
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d'osmium à 1 % pendant 1 h à 4 °C. Après 1 h de post-fixation, les cellules ont été lavées une 
fois dans du tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1). 
Afin de pouvoir déshydrater et inclure facilement les culots cellulaires, il a été 
nécessaire de faire un préenrobage en agar. Pour cela, les cellules ont été centrifugées 7 min 
à 500 g puis le surnageant a été retiré et remplacé par de l'agar liquide, de tǇpe HistoGel™, 
préalablement réchauffé. Après homogénéisation, les cellules ont été centrifugées 10 min à 
1000 g puis recouvertes de tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1) froid avant d'être 
placées à 4 °C jusqu'à solidification du bloc de gélose. Le bloc de gélose contenant le culot 
cellulaire, plus facile à manipuler, a alors été déshydraté dans des bains successifs de 
concentration croissante en acétone. Pour cela, les blocs ont été immergés : deux fois 1 min, 
5 min et 15 min dans des bains d'acétone à 50 %, à 70 % et à 90 % respectivement. Pour 
finir, quatre immersion de 15 min chacune dans de l'acétone pur ont été réalisées. Les culots 
cellulaires ont été alors inclus dans une résine époxy et hydrophobe, l'araldite. Pour cela, les 
culots cellulaires ont été placés tout d'abord pendant 3 h dans un mélange : 50 % acétone / 
50 % résine puis pendant un minimum 12 h dans de la résine pure. Les culots cellulaires ont 
été ensuite coulés dans des gélules en gélatine et enrobés de résine puis polymérisés à 60 °C 
pendant 24 h. 
Une fois les blocs polymérisés, les culots cellulaires ont été dégagés à l'aide d'un 
pyramitome puis des coupes semifines de 1 µm d'épaisseur ont été coupées avec un 
microtome équipé d'un couteau de verre. Les coupes semifines ont été déposées sur des 
lames de verre, colorées avec une solution de bleu de toluidine fortement alcaline et fixées 
par dépôt de la lame sur une plaque chauffante à 80 °C. Les lames ont été observées en 
microscopie photonique afin de sélectionner les zones à examiner en microscopie 
électronique à transmission. Les zones d'intérêt étant sélectionnées, des coupes ultrafines 
de 60 nm d'épaisseur ont alors été coupées avec un ultramicrotome équipé d'un couteau en 
diamant. Les coupes ultrafines ont été récupérées avec des grilles puis contrastées avec 
deux sels de métaux lourds : l'acétate d'uranyle et les sels de plomb. Les grilles ont d'abord 
été contrastées par immersion pendant 1 min dans une solution d'acétate d'uranyle à 4 % en 
solution alcoolique à 70 %. Puis, elles ont été rincées et contrastées avec des sels de plomb 
selon la méthode de Reynolds (Reynolds, 1963). 
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L'observation des coupes a été faite avec un microscope électronique à transmission 
JEOL 1010 équipé d'une caméra. 
La figure 25 reprend les grandes étapes de la préparation des échantillons pour 
l'observation en MET. 
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Figure 25 : Préparation des échantillons pour l'observation en microscopie électronique à 
transmission. 
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CHAPITRE IV : Etude morphologique et ultrastructurale des processus d'enkystement et de 
désenkystement chez V. vermiformis 
 L'enkystement est une étape clé dans la résistance des amibes libres aux conditions 
défavorables rencontrées dans les environnements naturels et artificiels. Dans l'optique de 
contrôler les amibes libres dans les environnements artificiels comme les RECS et les TAR où 
elles peuvent causer des risques sanitaires, une meilleure compréhension des processus de 
différenciation est nécessaire. La plupart des études, portant sur ces processus, a été 
réalisée chez les genres Acanthamoeba et Naegleria en raison de leur pouvoir pathogène 
pour l'Homme. Malgré la haute prévalence de V. vermiformis dans les environnements 
artificiels et son rôle de réservoir de bactéries pathogènes bien établit, les processus de 
différenciation n'ont été que très peu étudiés chez cette espèce. Il existe quelques 
descriptions morphologiques et structurales des trophozoïtes et des kystes réalisées en 
microscopie optique et MET (Page, 1967, 1974 et 1986 ; Smirnov et Michel, 1999). En 2005, 
Dykova et al. ont également étudié la structure de kystes immatures de souches de 
V. vermiformis isolées de poissons. Mais, au début de la thèse, il n'existait aucunes données 
concernant les changements morphologiques et ultrastructuraux qui s'opèrent lors de 
l'enkystement et du désenkystement de V. vermiformis. Nous avons donc décidé d'étudier 
grâce à des techniques de microscopie optique et de microscopie électronique les processus 
de différenciation chez V. vermiformis.  
 Dans un premier temps, il a été nécessaire de sélectionner les souches de 
V. vermiformis à étudier, de définir le milieu d'enkystement le plus approprié pour induire 
l'enkystement chez V. vermiformis et de choisir les techniques de microscopie les plus 
adaptées à notre étude. 
1. Choix et mise en place des techniques 
 Le premier point important a été le choix des souches de V. vermiformis. Nous avions 
à notre disposition une souche de référence (ATCC 50237) et plusieurs souches 
environnementales isolées de rivières et de réseaux de distribution d'eau. Plusieurs critères 
sont entrés en jeu dans le choix des souches. Le premier est qu'elles soient axéniques, c'est-
à-dire exemptes de tous microorganismes mêmes symbiotiques. En effet, la présence de 
microorganismes intracellulaires pourrait interférer avec les processus d'enkystement et de 
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désenkystement. Le deuxième critère est qu'elles soient cultivables en milieu nutritif liquide 
afin de faciliter les expérimentations. Seules deux souches de V. vermiformis, disponibles au 
laboratoire, répondaient à ces critères (cf. III.1.1.1. Souches de Vermamoeba vermiformis) : 
la souche de référence V. vermiformis ATCC 50237 et la souche environnementale 
V. vermiformis 172A. L'étude des processus de différenciation a donc été réalisée sur ces 
deux souches. 
 Le deuxième point important a été de sélectionner un protocole permettant d'induire 
l'enkystement de V. vermiformis. Au début de la thèse, il n'existait que très peu de données 
concernant les facteurs induisant l'enkystement de V. vermiformis. Nous nous sommes donc 
basé sur les travaux de recherche menées chez Acanthamoeba, où les facteurs induisant 
l'enkystement sont plutôt bien connus. Chez Acanthamoeaba, il est bien établi que le facteur 
majeur induisant l'enkystement est la déplétion nutritive (Byers, 1979 ; Neff et al., 1964). 
L'enkystement d'Acanthamoeba peut donc être induit dans différents milieux comme les 
géloses NNA recouvertes ou non de bactéries, le tampon phosphate salin ou encore les 
milieux dit « d'enkystement » (Aqeel et al., 2013 ; Neff et al., 1964). Chez Acanthamoeba, il 
est également possible d'induire l'enkystement par un stress osmotique dû à un ajout de sels 
ou de glucose au milieu de culture ou au milieu d'enkystement (Aqeel et al., 2013 ; 
Cordingley et al., 1996 ; Khunkitti et al., 1998). Selon le milieu utilisé, l'enkystement 
d'Acanthamoeba est plus ou moins rapide et plus ou moins synchrone. Dans le but de 
réaliser une chronologie claire des différents changements morphologiques et 
ultrastructuraux qui s'opèrent lors de l'enkystement de V. vermiformis, il est nécessaire 
d'avoir un enkystement le plus synchrone possible. Chez Acanthamoeba, le milieu 
d'enkystement Neff permet un enkystement rapide et synchrone des cellules, il dure entre 
16 et 24 h dans ce milieu (Hughes et al., 2003a ; Neff et al., 1964). Nous avons donc choisi 
d'utiliser ce milieu pour induire l'enkystement de V. vermiformis. De plus, ne sachant pas si 
l'enkystement de V. vermiformis pouvait être induit par un stress osmotique, un milieu non 
nutritif nous semblait la meilleure option. Nous l'avons également sélectionné car il s'agit 
d'un milieu liquide ce qui permet d'obtenir des cellules exemptes de débris de gélose ou de 
bactéries, qui pourraient interférer lors des diverses préparations techniques. Le protocole 
d'enkystement de V. vermiformis est détaillé dans la partie III.3.1.1. Enkystement en milieu 
liquide Neff. Pour induire le désenkystement de V. vermiformis, Ŷotƌe Đhoiǆ s’est poƌtĠ suƌ le 
milieu nutritif PYNFH modifié, il s'agit du milieu de culture utilisé classiquement pour le 
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développement de V. vermiformis et des amibes appartenant au genre Hartmannella. Le 
protocole de désenkystement est précisé dans la partie II.3.2. Désenkystement des amibes. 
 Le troisième point important a été de sélectionner les techniques de microscopie les 
plus adaptées pour l'étude des processus de différenciation chez V. vermiformis. La première 
approche a été de suivre l'enkystement et le désenkystement au cours du temps de façon 
dynamique. Pour cela, nous avons utilisé un microscope confocal inversé à disque rotatif 
pour faire une acquisition des signaux en transmission au cours du temps. Les acquisitions 
ont été faites toutes les 30 s pendant plusieurs heures (jusqu'à 24 h pour le 
désenkystement). A partir de ces signaux, des vidéos ont été réalisées afin de suivre, de 
façon dynamique, les processus de différenciation chez V. vermiformis. Nous avons 
également utilisé des microscopes à contraste de phase qui permettent d'observer les 
cellules vivantes sans coloration préalable. Puis nous nous sommes servis des techniques de 
MEB et MET.La MEB nous a permis d'obtenir des images en haute résolution de la surface 
des cellules. Elle a été utilisée pour étudier la structure des trophozoïtes et des kystes ainsi 
que le processus de désenkystement chez V. vermiformis. La MET, quant à elle, donne accès 
à l’aĐƋuisitioŶ d’iŵages eŶ haute ƌĠsolutioŶ de Đellules eŶ Đoupes ultƌafiŶes. Cette teĐhŶiƋue 
a permis d'une part de définir l'ultrastructure des trophozoïtes et des kystes et d'autre part 
d'étudier les changements ultrastructuraux qui s'opèrent lors de l'enkystement et du 
désenkystement de V. vermiformis. Les différents protocoles utilisés sont détaillés dans la 
partie III.5. Microscopie photonique et électronique. 
2. Résultats et discussion 
 Ce travail de recherche fait l'objet d'un article scientifique. La version présentée dans 
ce manuscrit est un document de travail qui sera finalisé avant la date de soutenance. Il sera 
soumis dans le journal « Eukaryotic cell ». 
 2.1. Article « Dynamic study of the encystment and excystment of Vermamoeba 
vermiformis revealed original traits » 
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Dynamic study of the encystment and excystment of Vermamoeba vermiformis revealed 
original traits.  
Emilie FOUQUE, Marina YEFIMOVA, Marie-Cécile TROUILHÉ, Nathalie QUELLARD, Béatrice 
FERNANDEZ, Marie-Hélène RODIER, Vincent THOMAS, Philippe HUMEAU, Yann HÉCHARD 
Key-words: Encystment, Excystment, Free-living amoeba, Scanning electron microscopy, 
Transmission electron microscopy, Vermamoeba vermiformis 
INTRODUCTION 
Free-living amoebae (FLA) are protozoa widely distributed in the environment and isolated 
from water, soil, air, compost and sediments (Rodriguez-Zaragoza, 1994). FLA also colonize 
aquatic environment related to human activities such as water treatment plants (Thomas et 
al., 2008), water distribution networks (Thomas et al., 2006), cooling towers (Srikanth and 
Berk, 1993), cooling systems of nuclear power plants (Sykora et al., 1983) and hot water 
networks (Rohr et al. 1998). Even if FLA are not considered to constitute a major threat for 
human health, those belonging to Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris and 
Naegleria fowleri are responsible for severe brain pathologies (Marciano-Cabral and Cabral, 
2003; Schuster and Visvesvara, 2004). FLA are mainly encountered in biofilms and feed by 
grazing on microorganisms. Importantly, some pathogenic bacteria like Legionella 
pneumophila, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa and Mycobacterium spp. 
resist to amoebic phagocytosis (Greub and Raoult, 2004). Thus, it is recognized that FLA 
(trophozoite or cyst forms) act as reservoirs of pathogenic bacteria, resulting in protection 
from hostile conditions and promoting bacterial dissemination in the environment (Greub 
and Raoult, 2004; Horn et al., 2000; Santic et al., 2011; Thomas et al., 2010). FLA have two 
stages of development: a vegetative form named trophozoite and a dormant form named 
cyst, this differentiation is called encystment, for a review see Fouque et al. (2012). 
Encystment occurs when environmental conditions become unfavorable such as nutrient 
starvation or osmotic stress (Cordingley et al., 1996; Neff et al., 1964). Encystment induces 
extensive morphological changes: FLA become spherical and a cyst wall is formed, leading to 
increase resistance of cysts to treatments and harsh conditions.  
The species Vermamoeba vermiformis which has been classified, until 2011, in the genus 
Hartmannella (Smirnov et al., 2011) is predominant in hot water systems (Buse et al., 2013; 
Jacquemin et al., 1981; Loret et al., 2008a and b; Ovruskty et al., 2013; Rohr et al., 1998; 
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Thomas et al., 2006 and 2008). A little scientific concern is given to V. vermiformis mainly 
because it is not directly pathogenic for humans, even if it is considered by some authors as 
an opportunistic colonizer associated with meningoencephalitis (Centeno et al., 1996) or 
keratitis (Aitken et al., 1996; Inouet et al., 1998; Lorenzo-Morales et al., 2007). However, it is 
well recognized that V. vermiformis act as a reservoir of pathogenic bacteria (Horn et al., 
2000; Santic et al., 2011) such as L. pneumophila. The relation between V. vermiformis and 
L. pneumophila is well documented (Abu Kwaik et al., 1994 and 1996; Fields et al., 1990; 
Venkataraman et al., 1997 and 1998; Venkataraman and Abu Kwaik, 2000). In addition, it 
was demonstrated that the majority of legionellosis outbreaks were linked to hot water 
networks or cooling towers contaminated by L  pneumophila associated to FLA including 
V. vermiformis (Fields et al., 2002; Kuiper et al., 2004).The management of V. vermiformis in 
artificial environments is therefore a first health public issue in the control of Legionella spp. 
risk. However V. vermiformis may be resistant to disinfection treatments due to the cyst 
resistant form. The resistance of V. vermiformis cysts to disinfection treatments is poorly 
documented (Critchley and Bentham, 2008; Kutcha et al., 1993). Few studies showed that 
conventional disinfection treatments are often inefficient to fully inactivate FLA in cooling 
towers and hot water systems (Rohr et al., 1998; Srikanth and Berk, 1993). However, it is 
generally shown that trophozoites are more sensitive to disinfection treatments than cysts. 
This is why it is important to better understand the processes of differentiation of FLA. 
Morphological and ultrastructural changes that occur during encystment and excystment 
processes have been well studied on FLA belonging the genus Acanthamoeba and Naegleria 
(Bowers and Korn, 1969; Chavez-Mungia et al.; 2005, 2009 and 2013; Pasternak et al., 1970). 
On the contrary only few studies on the trophozoites and cyst forms of V. vermiformis are 
available to date. The strain was first described in 1967 by Page then revisited twice in 1974 
and 1986 by the same author. Later, the more detailed study of V. vermiformis trophozoites 
and cysts forms was undertaken by Smirnoff and Michel (1999) and Dykova et al (2005). The 
studies documented a double-layer wall of V. vermiformis cysts along with close apposition 
of separation of endocyst and ectocyst. However, the systemic study of ultrastuctural 
changes that occurs during the processes of differentiation of V. vermiformis has been never 
performed. Thus our aim was to undertake a comparative step-by-step analysis of 
V. vermiformis differentiation, using two strains of amoeba on the light, confocal-video-
microscopy and electron microscopy levels.  
CHAPITRE IV 
103 
 
MATERIALS AND METHODS 
Amoebal strains  
Two strains of Vermamoeba vermiformis were used in this study: V. vermiformis Page ATCC 
50237, a reference strain isolated from a hospital cooling tower in South Dakota (USA); and 
V. vermiformis 172A, referenced as H. vermiformis strain 2, an environmental strain from a 
hospital water network (Lausanne, Switzerland) (Thomas et al. 2006). 
Two strains of Acanthamoeba sp. were used in this study: A. castellanii ATCC 30234, a 
reference strain derived from A. castellanii ATCC 30011, and Acanthamoeba sp. ApCHUV 
(referenced as Acanthamoeba sp. 4) an environmental strain isolated from a hospital water 
network and used by Coulon et al. (2010). 
Cultivation 
The V. vermiformis strains were grown axenically in 15 mL of modified PYNFH medium (pH = 
6.5, 1 % bacto-peptone, 1 % yeast extract, 0.1 % RNA of torula yeast type VI, 33 µmol.L-1 folic 
acid, 1.5 µmol.L-1 hemin, 3.6 mmol.L-1 Na2HPO4, 26 mmol.L
-1 KH2PO4, 10 % fetal bovine 
serum), in a 75 cm2 tissue culture flask at 28 °C. Every 3-5 days of culture, the strains were 
subcultured. The strains of Acanthamoeba sp. were grown axenically in the same way in PYG 
medium (pH = 6,5, 2 % proteose peptone, 0.1 % yeast extract, 0.1 mol.L-1 glucose, 4 mmol.L-1 
MgSO4 7H2O, 0,4 mmol.L
-1 CaCl2 2H2O, 3,4 mmol.L
-1 sodium citrate dihydrate, 2,5 mmol.L-1 
Na2HPO3 2H2O, 2,5 mmol.L
-1 KH2PO4, 0,5 mmol.L-1 Fe(NH4)2(SO4)2 6H2O). 
Encystment 
Encystment was performed using Neff's encystment medium (pH= 8.8, 0.1 mol.L-1 KCl, 
8 mmol.L-1 MgSO4, 0.4 mmol.L
-1 CaCl2, 20 mmol.L
-1 Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-1.3-
propanediol), NaHCO3 1 mmol.L
-1). Trophozoites (3 days old) were harvested by 
centrifugation (500 x g for 7 min), washed twice in encystment medium and suspended in 
15 mL of encystment medium at approximately 5 x 105 trophozoites.mL-1. Then trophozoites 
were incubated in 75 cm2 tissue culture flasks at 28 °C. 
Excystment 
Excystment was performed by incubation in nutritive liquid medium. For that, the cysts (7 
days old) were harvested by centrifugation (1000 x g for 7 min), suspended in modified 
CHAPITRE IV 
104 
 
PYNFH medium for V. vermiformis or PYG medium for Acanthamoeba sp. and incubated at 
28 °C in 75 cm2 tissue culture flasks. 
Light microscopy 
An inverted confocal microscope with rotary disk (Revolution/Andor; Olympus IX81-ZDC) 
was used for time-lapse studies. Generally, recording lasted 24 h; the pictures were taken 
every 30 s, and then assembled using FluoView software so that the 1 second of resulted 
movies contained 15 pictures. 
Scanning electron microscopy 
Samples were fixed for 2 h at 4 °C with 3 % glutaraldehyde in phosphate buffer (pH = 7.2, 
0.1 mol.L-1). After, the cells were rinsed in phosphate buffer (pH = 7.2, 0.1 mol.L-1). Then the 
cells were dehydrated in graded acetone series (50 % 2 x 1 min, 70 % 2 x 5 min, 90 % 
2 x 10 min and 100 % 1 x 5 min) and dried by bypassing the critical point of CO2 (BAL-TEC CPD 
030). Finally the samples were metalized by cathode sputter with gold (BAL-TEC SCD 005). 
The samples were observed using JEOL JSM-840 scanning electron microscope. 
Transmission electron microscopy 
Samples were fixed for 2 h at 4 °C with 3 % glutaraldehyde in phosphate buffer (pH = 7.2, 
0.1 mol.L-1). The cells were rinsed three times in phosphate buffer (pH = 7.2, 0.1 mol.L-1) and 
post-fixed for 1 h at 4 °C with 1 % osmium tetroxyde in the same buffer. Then the cells were 
rinsed in phosphate buffer and pre-embedded in HistoGel™. After, the samples were 
dehydrated in graded acetone series (50 % 2 x 1 min, 70 % 2 x 5 min, 90 % 2 x 15 min and 
100 % 4 x 15 min). Then the samples were embedded in hydrophobic and epoxy resin 
(araldite) and polymerized to 60 °C for 24 h. Sections of 60 nm thickness were cut on an 
ultramicrotome, and sections were stained 1 min with a alcoholic solution (70 %) of 4 % 
uranyl acetate. Finally the sections were rinsed in phosphate buffer and stained with lead 
salts according to the Reynolds' technique (1963). The samples were observed using JEOL 
1010 transmission electron microscope. 
RESULTS 
 Structural studies of trophozoites 
Differentiation (encystment and excystment) of V. vermiformis has been poorly studied. 
Although this genus is a major FLA in water and may harbor pathogenic bacteria. The 
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dynamic study of encystment (until 7 days) of two strains was followed by electronic 
microscopy and time lapse microscopy.  
In order to compare encystment to a control, we first performed studies on trophozoites. 
Both V. vermiformis strains were identical in regard to their shape, morphology and behavior 
(Fig. 1). Our data are in good agreement with previous studies (Dykova et al., 1987; Page, 
1987, Smirnov and Michel, 1999). Trophozoites present an elongate cylindrical motile form 
and moved owing to the pseudopods that protrude laterally onward the direction of 
movement. By SEM analysis both V. vermiformis surface and pseudopods appeared smooth 
(Fig. 1A-B) in contrast to spine-like ones from Acanthamoeba. In some cases outward 
opened cup-like forms were observed on the surface of trophozoite of V. vermiformis (Fig. 
1B)  
The TEM pictures (Fig. 1C-D) confirmed previous observation that V. vermiformis are 
mononuclear; the nucleus contains a central, dense and homogenous nucleolus along with 
dense granular material, distributed in the caryoplasm (Fig. 1). Numerous mitochondria with 
tubular cristae, homogenously distributed in V. vermiformis cytoplasm, were observed (Fig. 
1F), as well as contractile vacuoles and digestive vacuoles. Interestingly, in some cases the 
cytoplasm from pseudopods exhibited a fibrillar appearance (Fig. 1E). 
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A.  B.                                                                          
C.  D.                    
E.  F.  
Figure 1: Trophozoites forms of V. vermiformis in SEM and TEM, A-B. Trophozoites of V. vermiformis 172A, 
arrow marks cup-like form (Scale bars: 10 and 1 µm), C. Trophozoite of V. vermiformis 172A with numerous 
digestive vacuoles (DV) (Scale bar: 1 µm), D. Trophozoite of V. vermiformis ATCC 50237 with contractile vacuole 
(CV) (Scale bar: 1 µm), E. Trophozoite of V. vermiformis 172A with pseudopod (P) (Scale bar: 1 µm), F. Nucleus 
(N) with central homogenous nucleolus (Nu) and mitochondria (M) with tubular cristae of V. vermiformis 172A 
(Scale bar: 0.2 µm). 
Motile forms are involved in clustering of cysts 
The follow up of the encystment process by electronic and time-lapse microscopy showed 
that encystment of V. vermiformis was synchronous and fast. Indeed, the majority of cells 
were encysted after 9 h in our conditions, for both strains (Movies online resource 1 and 2). 
After immobilization, cells became spherical and often formed clusters. Remarkably, a little 
DV 
P 
Nu M 
M 
N 
CV 
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part of cells stayed under motile form, moved actively from cluster to cluster and appeared 
to be involved in the clusters formation (Movie online resource 3).  
 Cyst wall is composed of two layers 
Significant modifications of V. vermiformis structure occurred after 3h. By this time cells 
became spherical, volume decreased as well as the number of contractile and digestives 
vacuoles (Fig. 2A-B). The formation of cyst wall was carried out between 6 to 9 hours of 
encystment. Cyst wall formation started with a gradual transformation of cyst membrane, 
which became fibrillar and reached 250-400 nm in mature cyst (Fig. 2E). Remarkably, this 
process was accompanied with the emergence of numerous 100-200 nm vesicles in the 
vicinity of cyst membrane; the vesicles seemed to release the fibrillar material in the 
pericellular space (Fig. 2C-D), suggesting their participation in cyst wall formation. By 9 h 
mature cyst wall is composed of two layers, endocyst and ectocyst, which were closely 
apposed (Fig. 2E); wall maturation defines final volume of cyst (6-10 µm in diameter). 
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A.  B.                           
C.  D.                
E.  
Figure 2: Cyst wall formation; A-B: V. vermiformis 172A after 3 h in Neff's encystment medium (Scale bars: 1 
and 0.2 µm) Ap: autophagosome, M: mitochondria and arrows mark RER; C-D: V. vermiformis 172A after 6 h in 
Neff's encystment medium (Scale bars: 1 µm and 100 nm) Immature cyst wall (CW) and vesicle containing cyst 
wall components (Vs); E: V. vermiformis 172A after 9 h in Neff's encystment medium (Scale bars: 100 nm) 
Mature cyst wall (CW) composed of two layers, the endocyst (En) and the ectocyst (Ec) 
 Autophagy is likely active during encystment 
In addition to that on the morphological level the strong signs of autophagy activation are 
observed. Indeed, by this time, cell cytoplasm contained both mature and immature 
autophagy-related compartments (Fig. 3A), among them being crescent-shaped double 
membranes (phagophore-like), double-membrane limited autophagosomes filled with 
cytoplasmic material, and mature single-membrane limited autophagolysosomes (400 and 
600 nm). The number of autophagy-related structures and their size increased overtime; in 
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Ap 
Vs 
Vs 
CW 
CW 
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some cases the diameter of autophagosomes reached 1 µm. Interestingly, during 
encystment, very particular vesicles arose in cell cytoplasm (Fig. 3B-C). They were about 
300 nm diameter and were specific of cyst form. They have been detected a few times and 
were named Ribosome-like covered vesicles (RV). 
A.  B.                       
C.  
Figure 3: Autophagy is likely active during encystment; A: V. vermiformis 172A after 6 h in Neff's encystment 
medium (Scale bar: 200 nm) Autophagy process, autophagosomes (Ap) and arrow marks phagophore-like; B-C: 
V. vermiformis 172A after 9 h in Neff's encystment medium (Scale bars: 1 µm and 100 nm) Presence of 
particular structure named Ribosome-like covered vesicles (RV). 
 Mitochondria rearranged around the nucleus  
Concomitantly with the formation of cyst wall a strong re-organisation of cytoplasmic 
organelles occurred. It was heralded by the translocation of mitochondria inward the cell 
center; by 9 h of encystment all mitochondria become concentrated around the nucleus (Fig. 
4). Deposits of glycogen were observed; their density and occurrence increased overtime 
(Fig. 5). 
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A.  B.  
Figure 4: Mitochondria (M) rearranged around the nucleus, V. vermiformis 172A after 9 h in Neff's encystment 
medium (Scale bars: 1 µm) 
A.  B.                                            
C.  
Figure 5: Glycogen (G) deposits formation, A: V. vermiformis 172A after 6 h in Neff's encystment medium 
(Scale bar: 200 nm); B-C: V. vermiformis 172A after 9 h in Neff's encystment medium (Scale bars: 1 µm and 
200 nm) 
No ostioles were observed 
Cysts of Acanthamoeba have ostioles, closed by operculum, from which they emerge during 
excystment. These structures are easily viewed by TEM. In contrast to Acanthamoeba, no 
ostioles were observed the surface of mature cysts of V vermiformis by TEM (Fig. 6A-B). By 
SEM analysis, cysts looks smooth comparing with one of cyst of Acanthamoeba sp. ApCHUV 
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(Fig. 6C). The cysts of V. vermiformis are devoid of ostioles unlike Acanthamoeba cysts. (Fig. 
6D-E). 
After acquiring such structure, the cysts retained it overtime at all stages studied (24 h and 
7 days; data not shown). 
A.  B.  C.  
D.  E.  
Figure 6: Mature cysts of V. vermiformis and Acanthamoeba sp. in SEM and TEM; A-B Cysts of V. vermiformis 
ATCC 50237 with smooth surface (Scale bars: 2 and 20 µm); C Cyst of Acanthamoeba sp. ApCHUV with irregular 
surface (Scale bar: 10 µm); D-E Cyst of Acanthamoeba sp. ApCHUV with two ostioles (Os) closed by operculum 
(Op) (Scale bar: 2 and 0.5 µm). 
Trophozoites move in and exit from cyst wall during excystment. 
The excystment of V. vermiformis had never been studied before. To close this gap, we 
perform video microscopy and electronic microscopy on cysts which were incubated PYNFH 
medium to trigger excystment. The movies 4 and 5 (Movies online resource 4 and 5) shows 
the excystment of the reference strain 50237. Comparing to encystment process, 
excystment lasts longer and seems to be less synchronous. The first trophozoites appeared 
after approximately 9 h in modified PYNFH medium (Movie online resource 5). The principal 
steps that occur during excystment are as follows: (1) first the trophozoites were moving 
inside the cysts; (2) then trophozoites generate one or several cytoplasmic projections 
protruding the cyst wall; (3) finally the trophozoites liberated from the cyst wall that remains 
empty (Movie online resource 5). We documented excystment steps 2 and 3 by SEM. The 
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figure 6 shows the V. vermiformis cysts protruding protuberances (step2) (Fig. 7A) and two 
trophozoites emerging through the cyst wall (step3) (Fig. 7B). Empty cyst remaining in the 
nutritive medium after trophozoite liberation were observed (Fig 7C). 
A.  B.  C  
Figure 7: Excystment in modified PYNFH medium of V. vermiformis 172A in SEM, A. Cyst with protuberance, B. 
Emergence of trophozoites, C. Cyst wall empty (Scale bar: 1 µm). 
Trophozoites likely digest cyst wall during excystment. 
As mentioned before, V. vermiformis cysts are devoid of ostioles, so that of particular 
interest was to explore the process of trophozoite liberation from dense cyst wall. The early 
steps of excystment resulting in cyst wall permeabilisation are present in the figures 8A-D. As 
established by TEM, ultrastructural changes resulting in trophozoite liberation started after 
6-9 h of cysts incubation in nutritive medium. As the hallmark of process triggering was the 
apparition of large vacuole filled with lysosomes and partly digested material (Fig. 8A-C). 
These vacuoles moved towards the cyst wall and seemed to release their content into the 
pericellular space (Fig. 8A-D), thus contributing to cyst wall permeabilisation. 9-24 h after 
beginning of excystment, the cyst walls seemed partially digested (Fig. 8G-I). The gradual 
digestion of cyst wall occurred concomitantly with the detachment of cells from the cyst 
wall, the degradation of glycogen deposits, and the release of first trophozoites in the 
medium (Fig. 8E-F). Remarkably, the quantity of autophagosomes and RV that was 
prominent at the early stages of excystment (6-9h) decreased markedly during process 
progression. Indeed, recently emerged trophozoites exhibited a typical structure, so that 
their cytoplasm presented digestive and contractile vacuoles and mitochondria 
homogenously distributed, but contained neither dense autophagosomes nor RV (Fig. 8H). 
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A.  B.                       
C.  D.                       
E.  F.  G.       
H.  I.  
Figure 8: Excystment in modified PYNFH medium of V. vermiformis 172A in TEM; A-F V. vermiformis 172A after 
6-9 h in modified PYNFH; A-D Large vacuoles (V) filled with lysosomes (arrows) and partly digested material 
(RV: ribosome-like covered vesicles) (Scale bars: 0.5 µm, 0.5 µm, 200 nm and 100 nm); E-F Detachment of cells 
from the cyst wall and degradation of glycogen deposits (G) (Ap: autophagosomes, RV: ribosome-like covered 
vesicles) (Scale bars: 1 µm and 0.2 µm); G-I V. vermiformis 172A after 9-24 h in modified PYNFH; Emergence of 
trophozoites and recently emerged trophozoite (DV: digestive vacuole) (Scale bar: 1 µm, 1 µm and 0.5 µm). 
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DISCUSSION 
Vermamoeba vermiformis is a FLA frequently found in natural and artificial environments 
(Buse et al., 2013; Ovruskty et al., 2013; Rodriguez-Zaragoza, 1994; Rohr et al., 1998). They 
are a reservoir for pathogenic bacteria such as Legionella pneumophila (Fields et al., 1990). 
The management of V. vermiformis in artificial environments is therefore a health issue. 
However, V. vermiformis may be resistant to disinfection treatments due to its encystment 
ability; indeed cysts are more resistant to disinfectants than trophozoites (ref). Therefore it 
is important to better understand the processes of encystment and excystment of 
V. vermiformis. The present study investigated the morphological and ultrastructural 
changes that occur during the processes of differentiation of V. vermiformis by using various 
light and electron microscopy techniques. 
First, we studied the morphology and structure of trophozoites by contrast phase 
microscopy, SEM and MET. The shape and morphology of V. vermiformis trophozoites were 
similar to previous descriptions (Dykova et al., 1987; Page, 1986 Smirnov and Michel, 1999). 
However several differences were observed in comparison with Page’s oďseƌǀatioŶs ;ϭϵϲϳ, 
1974 and 1986). The motile trophozoites of our strains were longer than the ones described 
by Page (1985), and in the same range as those described by Dykova et al. (2005). Our 
observations showed that the cell surface of V. vermiformis trophozoites was very smooth; 
there were no spine-like pseudopods such as acanthapodia in the genus Acanthamoeba 
(Marciano-Cabral and Cabral, 2003). 
Then, we investigated the morphological and ultrastructural changes occurring during the 
encystment of V. vermiformis. Our results showed that the encystment of V. vermiformis 
was fast and synchronous. It took approximately 9 h, which was faster than the encystment 
of Acanthamoeba (16 to 24 h) in similar experimental conditions (Hughes et al; 2003; Neff et 
al., 1964). During encystment of V. vermiformis aggregates of cysts appeared, as noticed 
within Acanthamoeba by Coulon et al. (2010). We observed that a little part of cells seemed 
to participate to the formation of these aggregates of cysts. This observation suggests the 
existence of inter-amoebic communication mechanisms corresponding to a primitive social 
behavior in V. vermiformis. The aggregates of cysts could promote the survival, the 
resistance and the dissemination of V. vermiformis within the environment. During 
encystment the cyst wall was synthesized due to the release of fibrillar material into the 
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pericellular space. This material was content in 100-200 nm vesicles which were also 
observed in V. vermiformis cyst by Smirnov and Michel (1999) who named these structures 
« cyst-forming caps ». During the encystment of Acanthamoeba and Naegleria (Chavez-
Mungia et al., 2005 and 2009), the cyst wall component was also dispatched in pericellular 
space by vesicles; but the aspect, density and size of vesicles were different than what was 
observed in V. vermiformis.  
In our strains the cyst wall was composed of two layers called endocyst and ectocyst which 
could be closely apposed or partially separated. In the strain studied by Smirnov and Michel 
(1999) endocyst and ectocyst were clearly separated. They suggested that the separation or 
apposition of these layers depended on the strain. Nevertheless, in 2005, Dykova et al. 
observed the both types of cysts wall in the same clonal culture what tended to corroborate 
our observations.  
Interestingly, during encystment of V. vermiformis we observed that mitochondria gathered 
around the nucleus. In immature cysts presented by Dykova et al. (2005), the mitochondria 
were also close to the nucleus. In mature cysts the mitochondria fully surrounded the 
nucleus which has been described in previous studies (Page, 1986; Smirnov and Michel, 
1999) and was mentioned by Dykova et al. (2005). In the literature, it has been suggested 
that this behavior indicates the high-energy requirements of nuclear processes, as shorter 
distance favors energy transfer (Dzeja et al., 2002). As encystment is a huge differentiation 
process it is conceivable that many modifications take place in the nucleus. 
In our two strains of V. vermiformis, we observed two specific vesicular structures within the 
cysts which were not present in trophozoites: (i) dense and homogenous autophagosomes 
and (ii) ribosome-like covered vesicles. The same structures were noticeable in the pictures 
of the mature cysts obtained by Page (1986) and Dykova et al. (2005), but they did not 
comment on them. Smirnov and Michel (1999) observed and mentioned these structures in 
mature cysts of V. vermiformis. The homogenous and dense autophagosomes characterized 
by a double membrane and the ribosomes-like covered vesicles were respectively called 
͞deŶse ďodies͟ aŶd ͟RER-Đoǀeƌed ǀesiĐles͟ ďǇ Smirnov and Michel (1999). Vesicles similar to 
͟RER-Đoǀeƌed ǀesiĐles͟ ǁeƌe also oďseƌǀed iŶ Dictyostellium mutants for autophagy and 
descriďed as ͞laƌge ǀesiĐles ǁith eŵptǇ luŵiŶa͟ (Otto et al., 2004). These vesicles might 
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therefore be related to the autophagic process. Theses vesicles are of particular interest as 
they are not observed in Acanthamoeba. 
For the first time the process of excystment in V. vermiformis was investigated. The 
excystment of V. vermiformis seemed less synchronous than the encystment. This 
observation is in accordance with the results of Chambers and Thompson (1974) who 
showed an asynchronous excystment in Acanthamoeba. In our study, some trophozoites 
appeared after 9 h of incubation in nutritive medium. This time was much lower than the 
data recorded in the literature concerning kinetics of excystment in nutritive medium. Thus, 
Mattar and Byers (1971) showed that excystment of Acanthamoeba took place over a period 
of 12.5 h to 36 h. Similarly, Kaushal and Shukla (1977) reported that excystment of A. 
culbertsoni could take up to 48 h. The morphological and ultrastructural changes occurring 
during the excystment of V. vermiformis were very different than the one of these observed 
within Acanthamoeba and Naegleria (Chavez-Mungia et al., 2005, 2009 and 2013). No 
ostioles were observed in V. vermiformis cysts on the contrary to Acanthamoeba and 
Naegleria (Chavez-Mungia et al., 2005, 2009 and 2013). It seems that trophozoites 
differentiated into the cyst wall and digested this wall to exit. 
The present study provides the basis knowledge of encystment and excystment processes of 
V. vermiformis. In the future, it would be of importance to study the factors inducing and 
influencing these processes and the molecular mechanisms involved. It would also be 
interesting to explore the mechanisms of inter-amoebic communication and to develop the 
idea of a social structure in V. vermiformis. 
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 2.2. Illustrations complémentaires 
 Nous avons vu que lors de l'enkystement de V. vermiformis il y avait formation 
d'agrégats de kystes. La formation de ces agrégats a été observée aussi bien dans un 
enkystement en milieu liquide (Neff) que dans un enkystement sur géloses NNA-E. coli. La 
taille de ces agrégats est très variable, mais sont parfois ǀisiďles à l'œil Ŷu. En effet, ils 
peuvent atteindre plus de 0,7 mm comme le montre la figure 26. Même lorsque 
V. vermiformis était en faible concentration cellulaire (1.104 amibes.mL-1), il y avait, lors de 
l'enkystement, formation d'agrégats de kystes (Figure 27). 
 A.  B.  
Figure 26 : Formation des agrégats de kystes de V. vermiformis (ATCC 50237) en milieu 
d'enkystement Neff. 
(Barre d'échelle : 200 et 100 µm) 
 
 
Figure 27 : Formation des agrégats de kystes de V. vermiformis (ATCC 50237) en milieu 
d'enkystement Neff à faible concentration cellulaire 
(Barre d'échelle : 200 µm) 
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CHAPITRE V : Effet des conditions environnementales et de la concentration cellulaire sur 
l'enkystement de V. vermiformis 
 Au début de la thèse, il n'existait aucun travail de recherche faisant référence aux 
signaux induisant l'enkystement, aux facteurs l’influençant et aux mécanismes moléculaires 
mis en jeu lors de ce processus chez V. vermiformis. En effet, la grande majorité des études, 
portant sur l'enkystement des amibes libres, a été menée chez le genre Acanthamoeba en 
raison de son pouvoir pathogène pour l'Homme (cf. I.2.1. Enkystement). 
 L'enkystement constitue une étape clé dans la résistance des amibes libres aux 
traitements de désinfection. En effet, plusieurs études ont montré que la forme végétative, 
le trophozoïte, est plus sensible aux traitements de désinfection que la forme kystique 
(Critchley et Bentham, 2009 ; Turner et al., 2000). Ce qui peut expliquer, en partie, 
l'inefficacité à l'encontre des amibes libres des traitements conventionnels utilisés dans les 
milieux artificiels comme les RECS et les TAR (Loret et al., 2005 ; Rohr et al., 1998 ; Thomas et 
al., 2004). Il semble donc important de connaître l'influence de différents facteurs sur le 
processus d'enkystement. 
 EŶ ĐoŵplĠŵeŶt de l’Ġtude ŵoƌphologiƋue et structurale présentée dans le chapitre 
précédent, nous avons choisi d'étudier l'influence de certaines conditions 
environnementales sur l'enkystement de V. vermiformis. Pour cela, trois facteurs physico-
chimiques ont été sélectionnés : la température, le pH et la pression osmotique. Par la suite, 
l'effet de la concentration cellulaire sur ce processus a également été investigué. 
 Afin de mener à bien ces travaux, il a été nécessaire de sélectionner les souches de 
V. vermiformis, de mettre en place un protocole permettant de mesurer le taux 
d'enkystement chez cette espèce et également un protocole précis pour chaque type de 
facteur à tester. 
1. Choix et mise en place des techniques 
 Premièrement nous avons dû sélectionner les souches de V. vermiformis à étudier. 
Nous avons décidé de travailler avec les mêmes souches que celles utilisées dans l'étude des 
processus de différenciation (cf. Chapitre IV). Il s'agit de la souche de référence 
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V. vermiformis ATCC 50237 et de la souche environnementale V. vermiformis 172A. 
L'ensemble des expérimentations a donc été réalisé sur ces deux souches. 
 Afin d'évaluer l'effet des conditions environnementales et de la concentration 
cellulaire sur l'enkystement de ces deux souches de V. vermiformis, il a nécessaire, dans un 
deuxième temps, de mettre en place une méthode permettant de mesurer le taux 
d'enkystement chez cette espèce. 
 1.1. Mesure du taux d'enkystement chez V. vermiformis 
 Nous avons voulu utiliser, tout d'abord, la cytométrie en flux pour mesurer le taux 
d'enkystement dans les populations de V. vermiformis. 
  1.1.1. Utilisation de la cytométrie en flux 
 La cytométrie en flux permet de dénombrer à haute vitesse un grand nombre de 
cellules et de mesurer simultanément certains caractères morphologiques et physiologiques. 
Les cellules sont analysées individuellement de façon qualitative et quantitative selon leur 
taille, leur granulométrie et leur fluorescence (acquise ou naturelle) en réponse à une 
stimulation optique. Cette technique a déjà été utilisée pour distinguer les trophozoïtes et 
les kystes dans des populations d'Acanthamoeba sp. (Connell et al., 2001 ; Imayasu et al., 
2013). Cette technique a déjà été développée et utilisée, au sein du laboratoire d'Ecologie et 
de Biologie des Interactions (UMR 7267) afin de mesurer le taux d'enkystement dans les 
populations d'Acanthamoeba sp.. Dans ce genre, il est possible de distinguer grossièrement 
les trophozoïtes des kystes grâce à la taille et la granulométrie relative des cellules. Mais, 
pour mesurer plus précisément le taux d'enkystement, il est nécessaire d'utiliser des 
marqueurs fluorescents qui se fixent spécifiquement à la paroi des kystes riche en cellulose 
(Blanton et Villemez, 1978 ; Tomlinson et Jones, 1962). Dans ce cas, il est possible d'utiliser 
deux types de fluorophores : le rouge Congo qui marque spécifiquement la cellulose et le 
calcofluor blanc qui marque spécifiquement la cellulose et la chitine. La figure 28 présente 
des kystes d'Acanthamoeba sp. marqués au rouge Congo et au calcofluor blanc. 
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 A  B  
Figure 28 : Kystes d'Acanthamoeba sp. marqués au rouge Congo (A) et au calcofluor blanc (B) 
 Ainsi, nous avons essayé d'utiliser une approche similaire pour mesurer le taux 
d'enkystement chez V. vermiformis. Nous avons tout d'abord tenté de distinguer les 
trophozoïtes des kystes grâce aux facteurs taille et granulométrie relative, mais ces deux 
critères n'ont pas été suffisants pour distinguer les deux formes de V. vermiformis. Nous 
avons alors essayé de trouver un marqueur spécifique de la paroi des kystes de 
V. vermiformis. Cependant, au début de la thèse, il n'existait aucune publication faisant 
référence à la composition de la paroi des kystes de V. vermiformis. Les seules informations 
disponibles faisaient référence à une absence de cellulose dans la paroi des kystes de 
V. vermiformis (Linder et al., 2002) et à la présence importante de protéines chez 
Hartmannella glebae, une amibe proche de V. vermiformis (Upadhyay et al., 1984). Nous 
avons alors testé divers types de colorants utilisés en mycologie, microbiologie et biologie 
végétale : le rouge congo, le calcofluor blanc, la double coloration au carmin-aluné et vert 
d'iode, le bleu de coomassie, la rhodamine B... mais aucun des colorants testés n'a permis de 
marquer spécifiquement la paroi des kystes de V. vermiformis. Nous avons donc dû 
envisager une autre approche pour mesurer le taux d'enkystement chez cette espèce. Nous 
avons alors choisi d'utiliser le dénombrement direct sur cellules de numération pour 
mesurer le taux d'enkystement. 
  1.1.2. Mesure du taux d'enkystement par dénombrement direct 
 Il a été choisi d'utiliser le dénombrement direct sur cellule de numération, type Fast-
Read®, pour mesurer le taux d'enkystement chez V. vermiformis. 
 Lors de l'enkystement, les amibes peuvent se retrouver à différents stades de 
différenciation : trophozoïtes, kystes immatures et kystes matures. Il n'est pas toujours aisé 
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de distinguer les kystes immatures de ceux matures, la mesure direct du taux d'enkystement 
sur cellule de numération est donc difficile. Pour pallier ce problème, la stratégie mise en 
place a été de dénombrer, dans un premier temps, le nombre total d'amibes (trophozoïtes, 
kystes immatures et kystes), dans l'échantillon puis, dans un deuxième temps, de dénombrer 
uniquement les kystes matures. Pour cela, il a été nécessaire d'identifier un réactif 
permettant de lyser seulement les trophozoïtes et les kystes immatures. Chez 
Acanthamoeba, il a déjà été montré qu'une concentration en SDS de 0,5 % lyse les 
trophozoïtes et les kystes immatures alors que les kystes matures y sont insensibles (Coulon 
et al., 2010 ; Dudley et al., 2005). Nous avons donc testé différentes concentration en SDS 
pour lyser spécifiquement les trophozoïtes et les kystes immatures de V. vermiformis. Il s'est 
avéré qu'une concentration de 0,5 % de SDS permet, comme chez Acanthamoeba, de lyser 
les trophozoïtes et les kystes immatures alors que les kystes matures sont intacts. Pour 
mesurer le taux d'enkystement, il suffisait alors d'énumérer le nombre total d'amibes dans 
l'échantillon, puis de traiter l'échantillon avec une concentration finale en SDS de 0,5 % et 
enfin de dénombrer le nombre de kystes matures de l'échantillon. Le taux d'enkystement 
était alors calculé par la formule suivante : 
                                                                          
 Durant la mise en place de la technique, nous nous sommes aperçu qu'en mettant en 
contact le milieu d'enkystement Neff avec le SDS il y avait la formation d'un précipité 
rendant difficile le dénombrement. C'est pourquoi, avant de mesurer le taux d'enkystement 
dans un échantillon, nous avons rajouté une étape de centrifugation et de suspension des 
cellules dans un tampon phosphate (pH = 7, 50 mmol.L-1) qui lui, ne précipite pas en 
présence de SDS. 
 Le protocole utilisé pour mesurer le taux d'enkystement chez V. vermiformis est 
décrit dans la partie III.3.3. Dénombrement et mesure du taux d'enkystement. 
 1.2. Définition des conditions expérimentales pour l'étude de l'effet des conditions 
environnementales et de la concentration cellulaire sur l'enkystement 
 Pour les mêmes raisons que celles évoquées dans le chapitre IV nous avons décidé 
d'induire l'enkystement de V. vermiformis dans le milieu d'enkystement Neff (cf. IV.1. Choix 
CHAPITRE V 
124 
 
et mise en place des techniques). Afin de tester l'effet des conditions environnementales sur 
l'enkystement nous avons incubé les amibes dans le milieu d'enkystement Neff, modifié ou 
non, dans différentes conditions. Pour l'ensemble des essais, dans les différentes conditions 
environnementales testées, nous avons choisit d'ajuster la concentration cellulaire à 
5.105 amibes.mL-1. Les conditions suivantes ont été choisies : 
 - effet de la température. Nous avons sélectionné quatre températures : 4 °C, 25 °C, 
37 °C et 50 °C la température minimale de l'eau dans les RECS. 
 - effet du pH. Pour cela, nous avons modifié le pH du milieu d'enkystement Neff. 
Nous avons testé une gamme de pH s'étalant d'un pH 5 à un pH 9. 
 - effet de la pression. Pour cela, nous avons fait varier la concentration en KCl dans le 
milieu d'enkystement Neff afin d'en modifier la pression osmotique. Nous avons testé une 
large gamme de concentrations en KCl comprises entre 0 et 0,5 mol.L-1, sachant que la 
concentration classique en KCl du milieu d'enkystement Neff est de 0,1 mol.L-1. 
 - effet de la concentration cellulaire. Nous avons choisi de tester l'effet de trois 
concentrations cellulaires : 1.104, 1.105 et 1.106 amibes.mL-1. Nous n'avons pas pu tester de 
concentration cellulaire plus faible car pour obtenir un dénombrement précis et 
représentatif sur cellule de numération il faut un nombre relativement élevé de cellules. La 
concentration maximum testée a été de 1. 106 amibes.mL-1, elle correspond 
approximativement à la concentration cellulaire dans les cultures confluentes de 
V. vermiformis dans le milieu nutritif PYNFH modifié. 
 Au préalable, nous avons dû déterminer les temps d'incubation après lesquels le taux 
d'enkystement dans les populations de V. vermiformis a été mesuré. Pour cela, nous avons 
réalisé, pour les deux souches sélectionnées (ATCC 50237 et 172A), des cinétiques 
d'enkystement dans le tampon d'enkystement Neff à 25 °C. Nous avons mesuré le taux 
d'enkystement toutes les trois heures jusqu'à obtention d'un enkystement maximal. A partir 
des résultats obtenus, nous avons retenu les temps de 6 h et de 9 h. (cf. V.2.1. Article). 
 Les protocoles utilisés pour l'étude de l'effet des conditions environnementales et de 
la concentration cellulaire sur l'enkystement de V. vermiformis sont schématisés dans les 
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figures suivantes (Figures 29 et 30) et décrits dans le paragraphe III.3.1.1. Enkystement en 
milieu liquide. 
 
Figure 29 : Protocole d'enkystement de V. vermiformis dans différentes conditions de 
température, pH et pression osmotique. 
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Figure 30 : Protocole d'enkystement de V. vermiformis à différentes concentrations 
cellulaires. 
2. Résultats et discussion 
 Ce travail de recherche à fait l'objet d'un article scientifique qui a été soumis en 
octobre 2013 dans le journal « Parasitology Research ». Le manuscrit de l'article, ainsi que 
des résultats complémentaires sont présentés ci-après. 
 2.1. Article « Encystment of Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis: effects of 
environmental conditions and cell concentration » 
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Encystment of Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis: effects of environmental 
conditions and cell concentration. 
Emilie FOUQUE, Marie-Cécile TROUILHÉ, Vincent THOMAS, Philippe HUMEAU, Yann 
HÉCHARD 
Graphical abstract: 
 
Abstract: 
Vermamoeba vermiformis is a free-living amoeba (FLA) which is widely distributed in the 
environment. It is known to colonize water systems and to be a reservoir of pathogenic 
bacteria, such as Legionella pneumophila. For these reasons the control of V. vermiformis 
represents an important health issue. However, FLA may be resistant to disinfection 
treatments due to the process of encystment. Thereby, it is important to better understand 
factors influencing this process. In this aim, we investigated the effect of temperature, pH, 
osmotic pressure and cell concentration on the encystment of two V. vermiformis strains. 
Encystment was quite fast, with a 100 % encystment rate being observed after 9 h of 
incubation. For the two strains, an optimal encystment was obtained at 25 and 37 °C. 
Concerning pH and osmotic pressure, there were different effects on the encystment 
according to the tested strains. For the reference strain (ATCC 50237), the patterns of 
encystment were similar for pH comprised between 5 and 9 and for KCl concentrations 
ranging from 0.05 to 0.2 mol.L-1. For the environmental strain (172A) an optimal encystment 
was obtained for basic pH (8 and 9) and for a concentration in KCl of 0.1 mol.L-1. The results 
also clearly demonstrated that the encystment rate increased with cell concentration, 
suggesting that there is an inter-amoebal communication. The present study establish for 
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the first time environmental conditions favoring encystment and would lay the foundations 
to better control the encystment of V. vermiformis. 
Key words: Amoeba; Hartmannella; Vermamoeba; cyst; encystment; water 
1. INTRODUCTION 
Free-living amoebae (FLA) are protozoa widely distributed in the environment and isolated 
from water, soil, air, compost and sediments (Rodriguez-Zaragoza, 1994). FLA also colonize 
aquatic environment related to human activities, such as water treatment plants (Thomas, et 
al., 2008), water distribution networks (Thomas, et al., 2006) and cooling towers (Srikanth 
and Berk, 1993, Sykora, et al., 1983). Even if FLA are not considered as a major threat for 
human health, those belonging to Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris and 
Naegleria fowleri can potentially be responsible for severe brain pathologies (Marciano-
Cabral and Cabral, 2003, Visvesvara, et al., 2007) The genus Acanthamoeba is also 
responsible for many cases of keratitis (Visvesvara, et al., 2007). FLA are mainly encountered 
in biofilms where they feed by grazing on microorganisms. Importantly, several pathogenic 
bacterial species like Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Pseudomonas 
aeruginosa and Mycobacterium spp. resist the amoebal phagocytosis (Greub and Raoult, 
2004). Thus, it is recognized that FLA act as reservoirs of pathogenic bacteria, resulting in 
protection from hostile conditions and promoting bacterial dissemination in the 
environment (Greub and Raoult, 2004, Santic, et al., 2011, Thomas, et al., 2010). 
The Vermamoeba vermiformis species, which has been classified until 2011 in the 
Hartmannella genus (Smirnov, et al., 2011), is predominant in hot water systems (Buse, et 
al., 2013, Rohr, et al., 1998, Thomas, et al., 2006, Thomas, et al., 2008). A little scientific 
concern is given to V. vermiformis likely because it is not directly pathogenic for humans, 
even if it was found associated to others microorganisms in several cases of 
meningoencephalitis (Centeno, et al., 1996) and keratitis (Aitken, et al., 1996, Lorenzo-
Morales, et al., 2007). However, it is well recognized that V. vermiformis acts as a reservoir 
of pathogenic bacteria, such as L. pneumophila and Francisella tularensis (Donlan, et al., 
2005, Fields, et al., 1990, Santic, et al., 2011). 
FLA have two stages of development: a vegetative form, named trophozoite, and a dormant 
form, named cyst. The differentiation process is called encystment, for a review see (Fouque, 
et al., 2012). Encystment induces extensive morphological changes: FLA become spherical 
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and a cyst wall is formed, leading from increasing the resistance of FLA to treatments and 
harsh conditions (Critchley and Bentham, 2009, Dupuy, et al., 2013, Khunkitti, et al., 1998). 
The morphology of cyst wall depends on the genus and the species; it is simple, double or 
triple layer and can present holes named ostioles. Triggering and the process of encystment 
were mainly studied on the genus Acanthamoeba due to its pathogenicity for human. 
Encystment of Acanthamoeba occurs when environmental conditions become unfavorable 
such as nutrient starvation or osmotic stress (Byers, 1979, Neff, et al., 1964, Weisman, 
1976). Neff et al. (1964) observed, in Acanthamoeba, that basic pH and temperature in the 
30 to 32 °C range promoted the encystment of Acanthamoeba To our knowledge, the 
environmental conditions triggering encystment of V. vermiformis have never been 
described. In the present study, we evaluated the effects of temperature, pH, osmotic 
pressure and cell concentration on the encystment of two strains of V. vermiformis. 
2. MATERIAL AND METHODS 
2.1. Amoebal strains 
Two strains of Vermamoeba vermiformis were used in this study: V. vermiformis Page ATCC 
50237, a reference strain isolated from a hospital cooling tower in South Dakota (USA), and 
V. vermiformis 172A, an environmental strain isolated from a hospital water network 
(Lausanne, Switzerland) by Thomas et al. 2006 where it was referenced as H. vermiformis 
strain 2. 
2.2. Cultivation 
The two strains of V. vermiformis were grown axenically in 15 mL of modified PYNFH 
medium (pH = 6.5, 1 % bacto-peptone, 1 % yeast extract, 0.1 % RNA of torula yeast type VI, 
33 µmol.L-1 folic acid, 1.5 µmol.L-1 hemin, 3.6 mmol.L-1 Na2HPO4, 26 mmol.L
-1 KH2PO4, 10 % 
fetal bovine serum), in a 75 cm2 tissue culture flask at 28 °C. Every 3-5 days of culture, the 
strains were subcultured. 
2.3. Kinetic of encystment prior to testing 
Kinetics of encystment were performed using Neff's encystment medium (pH = 8.8, 
0.1 mol.L-1 KCl, 8 mmol.L-1 MgSO4, 0.4 mmol.L
-1 CaCl2, 20 mmol.L
-1 Tris (2-amino-2-
hydroxymethyl-1.3-propanediol), NaHCO3 1 mmol.L
-1). After 3 days of cultivation, the cells 
were harvested by centrifugation (500 x g for 7 min), washed twice in encystment medium 
and suspended in encystment medium at 5 x 105 trophozoites.mL-1. The cell concentration 
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was estimated by enumeration in counting chamber (Fast-Read 102®, Biosigma).Then 
trophozoites were incubated in 12 well-cell-culture microplates (1 mL per well) at 25 °C. 
Encystment rates were measured every three hours until 100 % of encytsment was 
obtained. These kinetics were performed in three independent replicates. 
2.4. Environmental conditions 
In order to evaluate the influence of environmental conditions (temperature, pH and 
osmotic pressure) on the process of encystment in V. vermiformis, tests were performed 
following the same conditions as described for kinetics of encystment. Encystment rates 
were calculated after 6 h and 9 h (according to the results of kinetics) of incubation at each 
condition. To estimate the effect of the various considered parameters, changes were 
applied to the above described conditions. The influence of temperature was tested by 
incubating microplates at four different temperatures: 4, 25, 37 and 50 °C. The effects of pH 
aŶd osŵotiĐ pƌessuƌe ǁeƌe tested ďǇ adjustiŶg pH aŶd KCl ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of the Neff’s 
medium respectively. This modified medium was then used to wash and suspend cells. The 
pH tested values were as follows: 5, 6, 7, 8 and 9. The KCl applied concentrations were: 0, 
0.05, 0.1, 0.2 and 0.5 mol.L-1. Each test was performed in three independent replicates. 
2.5. Cell concentration tests 
Cell concentration tests were performed from trophozoites using Neff's encystment 
medium. Cultures of 3 days old were harvested by centrifugation (500 x g for 7 min), then 
the cells were washed twice in encystment medium and suspended in same medium at 
several cell concentrations: 1 x 104, 1 x 105, 1 x 106 trophozoites.mL-1. The cell concentration 
was estimated by enumeration in counting chamber (Fast-Read 102®, Biosigma). Then 
trophozoites were incubated in 75 cm2 tissue culture flask at 25 °C. Before measuring 
encystment rates, cells were concentrated, for tests with 1 x 104, 1 x 105 cells.mL-1, in order 
not to be in limiting conditions. Encystment rates were measured after two times of 
incubation: 6 and 9 h (according to the results of kinetics). These tests were performed in 
three independent replicates. 
2.6. Measure of the encystment rate 
Cells were harvested by centrifugation (500 x g for 7 min) to eliminate the encystment 
medium and suspended in phosphate buffer (50 mmol.L-1, pH= 7). The total number of 
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amoebae (trophozoites, immature cysts and cysts) was enumerated using a Fast-read 102® 
(Biosigma) counting chamber. Then the cells were treated with 0.5 % of sodium dodecyl 
sulfate (SDS) to lyse trophozoites and immature cyts. Finally the number of mature cysts was 
enumerated. Encystment rate was calculated by the following formula: (Number of mature 
cysts x 100)/Number total of amoebae. 
2.7. Light microscopy 
An upright microscope (Olympus BX51) with phase contrast equipped with camera (Olympus 
DP20-5E Microscope digital camera) was used for pictures. An inverted confocal microscope 
with rotary disk (Revolution/Andor; Olympus IX81-ZDC) was used for time-lapse studies. The 
pictures were taken every 30 s during 11 h. The pictures were assembled (15 pictures by 
second) using FluoView software. 
2. RESULTS 
2.1. Kinetic of encystment 
The encystment of V. vermiformis has been very little studied, so there is no reference 
medium to induce the encystment. It is well established that the major factor inducing the 
encystment of FLA is the starvation (Byers, 1979; Weisman, 1976). Therefore we chose to 
induce the encystment of V. vermiformis in liquid medium without nutriments. We selected 
the Neff's encystment medium because it allows quick and synchronous encystment in 
Acanthamoeba (Neff, 1964). In order to estimate the speed of encystment, we conducted 
kinetic studies on two strains: V. vermiformis 50237 and 172A. For this purpose, the strains 
ǁeƌe iŶĐuďated iŶ Neff’s eŶĐǇstŵeŶt ŵediuŵ aŶd the eŶĐǇstŵeŶt ƌates ǁeƌe ŵeasuƌed 
every three hours. After 3 h of iŶĐuďatioŶ iŶ Neff’s eŶĐǇstŵeŶt ŵediuŵ, the Đells of the tǁo 
strains were not encysted (Fig. 1). After 6 h of incubation, 56 % and 37 % of cells of strains 
50237 and 172A were encysted respectively. After 9 h iŶ Neff’s eŶĐǇstŵeŶt ŵediuŵ, the tǁo 
strains were encysted at approximately 100 %. Consequently, for evaluate the effect of 
environmental conditions and cell concentration on the encystment of V. vermiformis, the 
encystment rates were measured after 6 and 9 h of incubation in the selected condition. In 
addition, time lapse microscopy illustrates the encystment process (Video 1). This video 
represents 11h of encystment. It confirms that encystment was rapid. After 6 hours most 
cells were encysted, forming immature then mature cysts. The immature cysts are generally 
larger than mature cysts and the cyst wall synthesis is not completed. Several cells remained 
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active, very mobile and had a vermiform shape. The video gives evidence that there were 
frequent cellular interactions during encystment. 
 
Figure 1: Kinetic of Vermamoeba vermiformis encystment. 
2.2. Effect of temperature 
Temperature is well known to control encystment in Acanthamoeba. For each V. vermiformis 
strain (50237 and 172A), the effect of temperature on the encystment rate was evaluated 
after 6 h and 9 h at 4, 25, 37 and 50 °C. The two strains had similar behavior with respect to 
temperature (Fig. 2). The encystment rates at 25 and 37 °C were comprised between 40 and 
55 % after 6 h and were maximal after 9 h. On the contrary, at 4 °C and 50°C, encystment 
was almost fully inhibited (less than 7 %) (Fig. 2). A microscopic observation showed that at 
4°C the trophozoites lost their locomotive form and appeared spherical, immobile and 
presented a simple plasma membrane (Fig. 3C). At 50 °C the trophozoites were lysed (Fig. 
3D). 
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Figure 2: Effect of temperature on the encystment rate of Vermamoeba vermiformis. 
A  B  
C  D  
Figure 3: Microscopic observations of the temperature effect on the encystment of 
Vermamoeba vermiformis. (A) Trophozoite cultivated in the nutritive medium PYNFH 
modified (B) Cysts after 9 h in Neff's encystment medium at 25 °C (C) Cells after 9 h in Neff's 
encystment medium at 4 °C (D) Cells after 9 h in Neff's encystment medium at 50 °C. Scale 
bar: 20 µm 
2.3. Effect of pH 
pH, like temperature, has been shown to control Acanthamoeba encystment. For 
V. vermiformis (50237 and 172A), the effect of pH was evaluated after 6 h and 9 h of 
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incubation in Neff's encystment medium, adjusted at various pH (5, 6, 7, 8 and 9). The 
results show that the two strains had different behavior with respect to pH (Fig. 4). The 
encystment of the strain 50237 was not influenced by pH between 5 and 9. After 6 h, the 
rates of encystment were between 53 and 66 %, and after 9 h the encystment rates were 
maximal. In contrast, the encystment of the strain 172A seemed to be slightly influenced by 
the pH. For the basic pH of 8 and 9, the encystment rates were maximal while at pH 5 to 7 
the encystment rates were around 80% after 9h. Thus, it appeared that the encystment of 
strain 172A was favored at basic pH. 
 
Figure 4: Effect of pH on the encystment rate of Vermamoeba vermiformis. 
2.4. Effect of Osmotic pressure 
Osmotic pressure is known to be a triggering signal for Acanthamoeba encystment. The 
effect of osmotic pressure on the V. vermiformis encystment rate was evaluated by 
modifying KCl concentration (0, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.5 mol.L-1) of the Neff's encystment 
medium. The conventional concentration is 0.1mol.L-1. The results illustrate that in the 
absence of KCl, or when KCl concentration was too high (0.5 mol.L-1), there was no 
encystment (Fig. 5). For intermediate KCl concentrations (0.05 to 0.2), the two strains 
displayed different behavior. The encystment rates were not affected for the 50237 strain 
while the optimal concentration for the 172A strain was 0.1 mol.L-1 of KCl. For the 50237 
strain, the encystment rate was comprised between 93 and 100 % after 9 h. For the strain 
172A, the encystment rate changed with KCl concentration. At 0.05 mol.L-1 of KCl, the 
encystment rate was 67 % after 9 h. At 0.1 mol.L-1 of KCl, the encystment rate was 105 % 
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after 9 h. And, at 0.2 mol.L-1 of KCl, the encystment rate was only 46 % after 9 h. These 
results show that the strain 172A was more sensitive to osmotic pressure than the strain 
50237. Microscopic observations illustrated the effect of osmotic pressure (Fig. 6). In 
absence of KCl cells swelled and finished by lyse (Fig. 6C). Indeed, the solute concentration of 
the encystment medium was lower than that of the cytosol which leading to a water inlet in 
the cell. At the opposite, at 0.5 mol.L-1 in KCl, cells appeared to shrink due to a water outlet 
of cells (Fig. 6D) thereby inhibiting the encystment process. 
 
Figure 5: Effect of osmotic pressure on the encystment rate of Vermamoeba vermiformis. 
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A  B  
C  D  
Figure 6: Microscopic observations of the osmotic pressure effect on the encystment of 
Vermamoeba vermiformis. (A) Trophozoite cultivated in the nutritive medium PYNFH 
modified (B) Cysts after 9 h in Neff's encystment medium (0.1 mol.L-1 of KCl) (C) Cell after 9 h 
in Neff's encystment medium without KCl (D) Cell after 9 h in Neff's encystment with 
0.5 mol.L-1 of KCl. Scale bar: 20 µm. 
2.5. Effect of cell concentration  
Personal observations suggested that cellular concentration may influence encystment rate. 
However, it has never been demonstrated in FLA. To test this hypothesis, we chose to 
compare three different cell concentrations: 1 x 104, 1 x 105 and 1 x 106 cells.mL-1. The 
results clearly demonstrated that the encystment rate increased with cell concentration, in 
both strains (Fig. 7). After 9 h of incubation, the encystment rates were between 40 and 50% 
at 104 cells.mL-1, between 55 and 80% at 105 cells.mL-1 and around 100% at 106 cells.mL-1. 
After 6 h, we observed a similar trend. 
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Figure 7: Effect of cell concentration on the encystment rate of Vermamoeba vermiformis. 
4. DISCUSSION 
V. vermiformis is a FLA frequently found in water networks (Buse, et al., 2013, Rohr, et al., 
1998) and it is recognized for its role of reservoir for L. pneumophila and other pathogenic 
bacteria (Fields, et al., 1990, Thomas, et al., 2010). Besides, the cyst form of V. vermiformis is 
partly resistant to treatment in water networks. There are currently very few data in the 
literature on the encystment of V. vermiformis. Having no basis for comparison on 
V. vermiformis we compared our results with data obtained on the genus Acanthamoeba. 
The present study investigated the effect of temperature, pH, osmotic pressure and cell 
concentration on the encystment of V. vermiformis. 
V. vermiformis encystment was conducted in the Neff's encystment medium because it 
allows quick and synchronous encystment in Acanthamoeba (Neff, et al., 1964). The kinetic 
of encystment showed that the two strains were totally encysted after 9 h. The encystment 
of V. vermiformis was quite fast and efficient. The encystment was faster than the one of 
Acanthamoeba, which takes at least 16 h in the same medium (Hughes, et al., 2003, Neff, et 
al., 1964). 
The variation of temperature on the encystment of the two strains of V. vermiformis showed 
that the encystment rate was maximal at 25 and 37°C. In Acanthamoeba, Neff et al. (1964) 
showed that encystment was faster in the 30 to 32 °C range in Neff's encystment medium. In 
2013, Aqeel et al. showed that the effect of temperature varied depending on the medium 
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used for the encystment (Aqeel, et al., 2013). They have proposed, as an explanation, that 
the tested media provided different triggers (starvation, higher osmotic pressure, low 
temperature) that may act in synergy to stimulate encystment. In our study, V. vermiformis 
did not encyst at 4 °C, likely due to the biostatic effects of low temperature. In 
Acanthamoeba, Neff et al. (1964) showed that at 15 °C the encystment was limited. At 50 °C, 
there was no encystment since most of the V. vermiformis cells were lysed. In 
Acanthamoeba, the higher temperature that allowed encystment in Neff's medium was 
40 °C (Neff, et al., 1964).  
We also tested the effect of pH comprised between 5 and 9 on the encystment of 
V. vermiformis. Interestingly, the two strains had different behavior with respect to pH. The 
encystment of the 50237 strain was not influenced by the range of pH tested while the 
encystment of the 172A strain was favored by basic pH (8 and 9). Neff et al. showed that the 
encystment of Acanthamoeba was favored by basic pH comprised between 8.6 and 9; at 
neutral pH the encystment was slower (Neff, et al., 1964). Recently, different results 
suggested that optimal pH for encystment depended to the used medium (Aqeel, et al., 
2013). 
The study of osmotic pressure on the encystment of V. vermiformis, was assessed by 
modifying KCl concentration in the Neff's encystment medium. In the absence of KCl, or 
when KCl concentration was too high (0.5 mol.L-1), there was no encystment in 
V. vermiformis and the cells swelled or shrank, respectively. Considering intermediate KCl 
concentrations (0.05 to 0.2 mol.L-1), the two strains of V. vermiformis displayed different 
behaviors. The encystment rates were not affected for the 50237 strain while the 172A 
strain was more sensitive to the osmotic pressure. In Acanthamoeba the optimal encystment 
rate was also obtained in the range of 0.05 to 0.2 mol.L-1 of KCl (Neff, et al., 1964). In 1978, 
Lasman and Shafran investigated the effect of MgCl2 on the encystment of A. palestinensis 
(Lasman and Shafran, 1978). They obtained an optimal encystment in the range of 0.05 to 
0.08 mol.L-1 of MgCl2 . They showed also that for a concentration of 0.16 mol.L
-1 of MgCl2, the 
majority of cells died. In 1996, Cordingley et al. induced the encystment of A. castellanii by 
adding NaCl (0,125 mol.L-1) or glucose (7.5 %) to nutritive medium. All together these results 
indicate that V. vermiformis, as well as Acanthamoeba, better encyst at moderate osmotic 
pressure (around 0.20 Osm/L). 
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Finally, we tested the effect of cellular concentration on the encystment because previous 
personal observations suggested it may influence encystment rate. The results clearly 
demonstrated that the encystment rate increased with cell concentration and suggested 
that there is an inter-amoebal communication. In bacteria, there is a coordinated response 
of a population in case of high concentration of cells named quorum sensing (Miller and 
Bassler, 2001). This is ďased oŶ pƌoduĐtioŶ of a ͞pheƌoŵoŶe͟ ǁhiĐh ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶĐƌeases 
with cells concentration. In 1980, Akins and Byers reported that a factor, named 
encystment-enhancing activity (EEA), secreted by Acanthamoeba in high-density culture, 
was able to stimulate encystment (Akins and Byers, 1980). The nature of this factor was not 
described, but the authors suggested that it may be a modified nucleotide. They speculated 
that EEA acted similarly to a quorum-sensing signaling molecule. In 2001, Eichinger 
hypothesized that catelochamines might be quorum-sensing molecules, he suggested that 
they might be involved in prokaryote-eukaryote communication (Eichinger, 2001). In 
Acanthamoeba, the encystment is induced by catecholamine (epinephrine and 
norepinephrine) and is likely mediated by an adrenergic-like receptor that activates cyclic 
AMP (cAMP) synthesis (Murti, 1975, Srivastava and Shukla, 1983). But it is necessary to 
clarify if catecholamine is a global signal in every genus of FLA and if catecholamine could be 
produced by FLA, as it is the case for Entamoeba invadens (Coppi, et al., 2002). Alternatively, 
it could be hypothesized that high cell concentration could favor direct communication via 
cell contact.  
In conclusion, our results show that in Neff's encystment medium, the encystment of 
V. vermiformis was rapid, completed in 9 h. An optimal encystment was obtained at 25 and 
37 °C. Concerning the pH and osmotic pressure, there were different effects on the 
encystment according the strains of V. vermiformis tested. However, higher encystment rate 
were obtained at basic pH (8-9) and moderate osmotic pressure (concentration in KCl of 
0.1 mol.L-1). Also, the results clearly demonstrate, for the first time, that the encystment rate 
increased with cell concentration, which suggests that there is an inter-amoebal 
communication. Further research needs to be conducted to identify triggers and molecular 
mechanisms involved in the process of V. vermiformis encystment. This would finally lead to 
better prevent and manage health risks linked to FLA encystment within water systems. 
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 2.2. Résultats complémentaires 
 Nous avons également voulu tester l'effet de différents inhibiteurs sur l'enkystement 
de V. vermiformis afin de visualiser certains mécanismes moléculaires mis en jeu lors de ce 
processus. Nous avons choisi de tester l'effet de quatre inhibiteurs très différents. 
 Nous avons tout d'abord voulu tester l'effet d'un inhibiteur des protéines ERK 
(Extracellular signal-regulated kinases), qui font parties de la famille des MAP (Mitogen-
activated protein) kinases, sur l'enkystement de V. vermiformis. Les MAP kinases 
interviennent dans la réponse cellulaire à un large éventail de stimuli, comme des stimuli 
mitogènes, le stress osmotique, les chocs thermiques... Elles régulent également la 
prolifération, l'expression génique, la différenciation, la mitose, la survie cellulaire et 
l'apoptose chez les cellules eucaryotes. Chez Acanthamoeba, il a été montré que la FPT III 
(Farnesyl protein transferase), un inhibiteur de la farnésylation Ras, réduisait l'enkystement 
(Dudley et al., 2009). Les protéines Ras sont des petites GTPases qui permettent l'activation 
de la voie des MAP kinases. Cependant, les auteurs ont testé d'autres inhibiteurs de la voie 
des MAP kinases (l'inhibiteur SB0203580 de la p38 MAPK et l'inhibiteur PD98059 des MEK) 
qui n'ont eu aucun effet sur l'enkystement d'Acanthamoeba. Ces résultats suggèrent que la 
voie des MAP kinases peut être impliquée dans l'enkystement mais que les constituants de 
cette voie restent à décrire. 
 Nous avons également décidé de tester l'effet du LY 294002, un inhibiteur des 
protéines PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinase), sur l'enkystement de V. vermiformis. Les 
PI3K sont des kinases impliquées dans les fonctions cellulaires comme la croissance 
cellulaire, la prolifération, la différenciation, la mobilité, la survie et le trafic intracellulaire 
chez les cellules eucaryotes. Dans la littérature, il a été montré que cet inhibiteur (LY 
294002) réduit significativement l'enkystement chez Balamuthia mandrillaris (Siddiqui et al., 
2010). 
 Puis nous avons choisi de tester l'effet de la cytochalasine D, un inhibiteur de la 
polymérisation des filaments d'actine, sur l'enkystement de V. vermiformis. Durant 
l'enkystement des amibes libres, il s'opère d'importants changements morphologiques au 
cours desquels des réarrangements du cytosquelette peuvent se produire. Une publication, 
datant du début des années 1980, a décrit le contrôle de la synthèse d'actine durant 
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l'enkystement d'Acanthamoeba (Jantzen, 1981). Des travaux plus récents ont montré que la 
cytochalasine D réprime l'enkystement chez Acanthamoeba et Balamuthia mandrillaris 
(Dudley et al., 2009 ; Siddiqui et al., 2010). 
 Enfin, nous avons voulu tester l'effet d'un inhibiteur de la glycogène phosphorylase 
(no CAS : 648926-15-2) sur l'enkystement de V. vermiformis. La glycogène phosphorylase est 
la première enzyme qui intervient lors de la dégradation du glycogène en glucose qui peut 
servir à la synthèse de la cellulose, un des composants de la paroi des kystes 
d'Acanthamoeba. Il a été montré, chez Acanthamoeba, Ƌue l’iŶhiďitioŶ de l'eǆpƌessioŶ de la 
glycogène phosphorylase par des petits ARN interférants (siRNA) induisait une enkystement 
défaillant. Les cellules traitées avec ces petits ARN interférents étaient capables de 
synthétiser seulement l'ectokyste, et pas l'endokyste qui contient la cellulose (Lorenzo-
Morales et al., 2008). 
 La particularité de ces quatre inhibiteurs est qu'ils ne sont pas solubles dans l'eau 
mais uniquement dans des solvants organiques tels que le DMSO. Nous avons donc introduit 
à nos expérimentations deux témoins : l'un contenant uniquement le milieu d'enkystement 
Neff et l'autre contenant le milieu d'enkystement Neff additionné de la même concentration 
en DMSO que celle introduite par l'ajout des inhibiteurs aux échantillons traités. Un profil 
d'enkystement similaire a été obtenu entre les échantillons traités avec les inhibiteurs et 
ceux traités avec le milieu d'enkystement additionné du DMSO. Par contre les profils 
d'enkystement étaient différents entre les deux témoins, l'enkystement était plus rapide en 
présence de DMSO. Il semblerait donc que le DMSO soit un fort signal d'enkystement, il 
induirait un enkystement plus rapide qu'une seule déplétion nutritive. Chez Acanthamoeba, 
une étude récente a montré que les solvants organiques (DMSO, acétone et méthanol), en 
faible concentration, induisent une réponse cellulaire immédiate qui conduit à la formation 
rapide de pseudokystes (Kliescikova et al., 2011a). A première vue, cette réaction peut 
apparaître comme une forme accélérée et incomplète de l'enkystement. Mais, en réalité, il 
semblerait que la formation des pseudokystes et des kystes soient deux réactions de 
défense distinctes qui sont activées par des conditions environnementales différentes 
(Kliescikova et al., 2011a). La formation des pseudokystes permettrait de protéger les 
Acanthamoeba des changements brusques de l'eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Đaƌ Đ’est uŶ pƌoĐessus plus 
rapide que l'enkystement qui nécessite approximativement entre 16 et 24 h (Hughes et al., 
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2003a ; Köhsler et al., 2008 ; Lloyd et al., 2001 ; Neff, 1964). Au sein de notre laboratoire 
nous avons également observé, chez Acanthamoeba, l'induction de pseudokystes en 
présence de solvants organiques (Figure 31). Il a aussi été démontré que le propylène glycol, 
qui est un diol, induit la formation rapide des pseudokystes chez Acanthamoeba (Kliescikova 
et al., 2011b). 
 
Figure 31 : Kyste (K) et pseudokystes (P) d'Acanthamoeba marqués au rouge Congo 
 En raison de l'effet du DMSO sur l'enkystement, il a été impossible de conclure sur 
l'influence des différents inhibiteurs sur l'enkystement de V. vermiformis. Il faudrait vérifier 
si les inhibiteurs peuvent être solubilisés dans un autre solvant organique (acétone, 
méthanol, éthanol, chloroforme...) et s'assurer que celui-ci n'a pas d'effet sur l'enkystement 
de V. vermiformis. Il est également possible d'envisager de réduire les concentrations en 
solvant organique à une valeur qui n'affecte pas le processus d'enkystement. Il faudrait donc 
déterminer quelle est la concentration maximale en solvant organique qui n'influe pas sur 
l'enkystement de V. vermiformis. Cependant, il a été montré que chez Acanthamoeba 
l'acétone et le méthanol induisent la formation rapide de pseudokystes. Il est donc 
imaginable d'utiliser d'autres types d'inhibiteurs, solubles dans l'eau, ou bien d'utiliser une 
approche différente comme l'utilisation d'ARN interférents. 
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CHAPITRE VI : Etude de la résistance des kystes de V. vermiformis aux traitements de 
désinfection conventionnels et aux protéases 
 Au début de la thèse, il n'existait que peu de données relatives à la résistance des kystes 
de V. vermiformis aux traitements de désinfection conventionnels bien que des études aient 
ŵoŶtƌĠ Ƌue Đette aŵiďe liďƌe aǀait la ĐapaĐitĠ de ĐoloŶiseƌ les REC“ et d’aďƌiteƌ des ďaĐtĠƌies 
pathogènes telles que Legionella pneumophila responsable de la majorité des cas de 
légionellose. Nous nous sommes donc intéressés au comportement des kystes de V. vermiformis 
vis-à-vis des traitements de désinfection classiquement appliqués dans les RECS, souvent 
incriminés lors des épidémies de légionellose (Fields et al., 1990 et 2002). Dès 1987, la 
légionellose est devenue, en France, une maladie à déclaration obligatoire et, depuis 1997, il 
existe des circulaires relatives à la surveillance et à la prévention du risque légionelles dans les 
RECS. Ces documents sont régulièrement révisés et, la circulaire actuellement en vigueur date 
du 22 avril 2002 (DGS/SD7A/DHOS/EA no2002/243). Cette circulaire donne les directives à suivre 
pour prévenir la contamination du RECS par les légionelles, à savoir un bon fonctionnement 
hydraulique afin d'éviter la stagnation de l'eau, le contrôle de la température à chaque point du 
réseau et les moyens de lutte contre l'entartrage et la corrosion. Elle donne également les 
procédures et traitements de désinfection utilisables pour la prévention (traitement en continu) 
ou la décontamination (traitement choc) dans le cas d'un RECS infecté (Tableau 6). 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE VI 
145 
 
Tableau 6 : Ensemble des traitements autorisés en France pour désinfecter les RECS. 
Source : Maîtrise du risque de développement des légionelles dans les RECS (Guide technique CSTB, Correc et al. 2012) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En se référant à cette circulaire nous avons sélectionné trois types de traitement : (i) les 
traitements chlorés qui peuvent être utilisé en traitement continu, discontinu ou en choc 
curatif ; (ii) les chocs thermiques, et (iii) l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène 
utilisable uniquement en choc curatif. La résistance des kystes de V. vermiformis à ces trois 
types de traitement a doŶĐ ĠtĠ ĠǀaluĠe à l’ĠĐhelle du laďoƌatoiƌe. 
 Cependant, il a déjà été montré dans la littérature que les traitements de désinfection 
classiques sont souvent insuffisant pour éliminer les amibes libres des RECS (Rohr et al., 1998), 
c'est pourquoi il est essentiel de développer de nouveaux traitements. Nous avons choisi 
comme approche de tester l'efficacité de traitements enzymatiques pour inactiver les kystes de 
V. vermiformis. Ainsi, nous avons sélectionné les protéases car il a été montré que les 
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composants majeurs de la paroi des kystes d’aŵiďes d'Hartmannella glebae, une amibe libre 
proche de V. vermiformis, sont des protéines (Upadhyay et al., 1984). 
 Il a été nécessaire de mettre en place un protocole précis pour chaque type de 
traitement ainsi qu'un protocole permettant d'estimer la viabilité des kystes de V. vermiformis. 
Ces différents points sont présentés dans les paragraphes qui suivent. 
1. Choix et mise en place des techniques 
 Dans un premier temps, il a été indispensable de définir, pour l'ensemble des 
traitements, plusieurs points importants comme le choix des souches, la méthode de 
production des kystes, la méthode d'estimation de la viabilité des kystes... 
 1.1. Définition des conditions expérimentales pour l'ensemble des traitements 
 Le premier point a été le choix des souches de V. vermiformis. Nous avons selectionnés 
les mêmes souches que celles utilisées précedemment : la souche de référence V. vermiformis 
ATCC 50237 et la souche environnementale V. vermiformis 172A. L'ensemble des traitements a 
donc été réalisé sur les kystes de ces deux souches. 
 Le deuxième point a été la sélection de la méthode de production des stocks de kystes. 
Comme précedemment, nous avons utilisé le milieu d'enkystement Neff pour produire nos 
stocks de kystes. La méthode de production des stocks de kystes employée est détaillée dans la 
partie III.3.1.1.1. Enkystement classique dans le milieu Neff. 
 Le troisième point a été le choix de la méthode d'estimation de la viabilité des kystes. 
Notre choix s'est porté sur la technique du Nombre le plus probable (NPP) car il s'agit, 
actuellement, de la méthode la plus employée pour estimer la viabilité des amibes libres. La 
technique du NPP peut être réalisée, soit en milieu nutritif liquide, soit sur des géloses NNA 
recouvertes de bactéries mortes ou vivantes. Nous avons décidé de réaliser la technique du NPP 
sur des géloses NNA-E. coli car il s'agit d'un milieu optimal pour la croissance amibienne. Le 
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protocole utilisé pour l'estimation de la viabilité des kystes est décrit dans le paragraphe III.3.4. 
Estimation de la viabilité. 
 Enfin, nous avons décidé de réaliser tous nos traitements en triplicata, sur des 
suspensions de kystes à une concentration de 5.105 kystes.mL-1 et d'exprimer nos résultats en 
log10 d'abattement entre le témoin et l'échantillon traité. 
 Dans un deuxième temps, il a été nécessaire de définir, pour chaque type de traitement, 
plusieurs critères importants comme les concentrations en réactif à appliquer, les temps de 
contact, les méthodes de neutralisation des réactifs... 
 1.2. Définition des conditions expérimentales propres à chaque traitement 
  1.2.1. Traitements chlorés 
 Pour la désinfection des RECS, le chlore peut être utilisé sous différentes formes : chlore 
gazeux (Cl2), hypocholorite de sodium (NaOCl) ou hypochlorite de calcium (Ca(ClO)2). Nous 
avons choisi d'utiliser le chlore sous forme d'hypochlorite de sodium en solution car il est 
largement employé sous cette forme et est facilement manipulable. Cependant, les solutions de 
NaOCl sont instables. Nous avons donc vérifié régulièrement la concentration en chlore libre à 
l’aide de la méthode titrimétrique à la N,N-diéthylphénylène-1,4 diamine (NF EN ISO 7393-1). 
 Ensuite, il a été nécessaire de déterminer les concentrations en chlore libre et les temps 
de contact à appliquer pour nos traitements. Dans les RECS, le chlore peut être utilisé pour les 
traitements continus avec une concentration de 1 mg.L-1 et les traitements discontinus avec une 
concentration de 10 mg.L-1 pendant 8 h. Il peut également être utilisé pour les chocs curatifs où 
la concentration en chlore libre et le temps de contact sont choisis en fonction du matériau 
constitutif du RECS (100 mg.L-1 pendant 1 h, 50 mg.L-1 pendant 12 h ou 15 mg.L-1) (cf. Tableau 6). 
En se basant sur ces données et celles présentes dans la littérature, nous avons sélectionné 
plusieurs concentrations en chlore libre : 2,5 ; 5 ; 10 et 15 mg.L-1, et plusieurs temps de contact : 
10, 30 et 60 min. 
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 Enfin, nous avons choisi d'utiliser le thiosulfate de sodium (Na2S2O3) pour neutraliser 
l'effet biocide du chlore après que le temps de contact sélectionné a été atteint. 
 Le protocole utilisé pour les traitements chlorés est schématisé dans la figure suivante 
(Figure 32) et décrit dans le paragraphe III.4.1. Traitements chlorés. 
 
Figure 32 : Protocole de traitement des kystes de V. vermiformis au chlore. 
  1.2.2. Traitements thermiques 
 En France, la température des RECS doit être maintenue à différentes valeurs en 
fonction du point du réseau. A la sortie des réservoirs d'eau chaude, la température doit être 
supérieure à 55 °C et, en tout point du réseau, elle doit être supérieure à 50 °C. La température 
à maintenir au niveau des robinets dépend du type de pièce, en effet, dans les salles de bain la 
température est limitée à 50 °C pour éviter les risques de brûlure et dans les autres types de 
pièce elle est limitée à 60 °C. Les chocs thermiques peuvent également être utilisés pour le 
traitement discontinu des RECS (cf. Tableau 6). Ils consistent à élever la température à 70°C 
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pendant 30 min. En tenant compte de toutes ces données et celles présentes dans la littérature, 
nous avons sélectionné plusieurs températures : 50, 55, 60 et 70 °C, et plusieurs temps de 
contact : 30 et 60 min. 
 Le protocole utilisé pour les chocs thermiques est résumé dans la figure suivante (Figure 
33) et détaillé dans le paragraphe III.4.2. Traitements thermiques. 
 
Figure 33 : Protocole de traitement des kystes de V. vermiformis par chocs thermiques. 
  1.2.3. Traitements à l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène 
 Pour le traitement curatif des RECS contaminés par les légionelles, il est possible 
d'utiliser l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène. Il n'existe qu'une seule 
procédure, elle consiste à traiter le RECS avec 1000 ppm ou mg.L-1 en équivalant H2O2 pendant 
2 h (cf. Tableau 6). En se basant sur cette procédure ainsi que sur les premiers essais de 
traitements réalisés pour la validation de la méthode (non présentés ici), nous avons choisi 
plusieurs concentrations en équivalent H2O2 : 0,1 ; 0,5 et 1 g.L
-1 et deux temps de contact : 30 et 
60 min. 
 Il a également été nécessaire de déterminer une technique pour neutraliser l'effet 
biocide de l'acide péracétique et du peroxyde d'hydrogène après le temps de contact 
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sélectionné atteint. Nous avons choisi d'utiliser le bouillon neutralisant Dey-Engley, qui a déjà 
été validé chez Acanthamoeba castellanii par Buck et Rosenthal (1996) auquel nous avons 
additionné 0,02 % de catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogène en eau et en 
dioxygène selon la réaction suivante : 2 H2O2 → O2 + 2 H2O. 
 Le protocole utilisé pour les traitements à l'acide péracétique couplé au peroxyde 
d'hydrogène est schématisé dans la figure suivante (Figure 34) et décrit dans le paragraphe 
III.4.3. Traitements à l'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène. 
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Figure 34 : Protocole de traitement des kystes de V. vermiformis à l'acide péracétique couplé au 
peroxyde d'hydrogène. 
  1.2.4. Traitements aux protéases 
 Nous avons également testé un traitement innovant à base de protéases pour inactiver 
les kystes de V. vermiformis. Parmi les protéases, nous avons opté pour la subtilisine car il s'agit 
d'une protéase non-sélective et qui présente une activité protéolytique importante. Par 
exemple, la subtilisine a été récemment identifiée pour sa forte activité antifouling sur les 
biofilms marins (Leroy et al., 2008a et b). Nous avons sélectionné trois concentrations en 
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subtilisine : 0,625 ; 1,25 et 2,5 U.mL-1. Les kystes ont été incubés pendant 24 h en présence de 
subtilisine à 37 °C pour permettre une activité optimale de l'enzyme. 
 Le protocole utilisé pour les traitements à la subtilisine est résumé dans la figure 
suivante (Figure 35) et détaillé dans le paragraphe III.4.4. Traitements aux protéases. 
 
Figure 35 : Protocole de traitement des kystes de V. vermiformis à la subtilisine, une protéase. 
2. Résultats et discussion 
 Ce travail de recherche à fait l'objet d'un article scientifique qui a été soumis en octobre 
2013 dans le journal « Environmental Science & Technology ». Le manuscrit de l'article, ainsi 
que des illustrations complémentaires sont présentés ci-après. 
 2.1. Article « Sensitivity of Vermamoeba vermiformis cysts to conventional 
disinfectants and protease » 
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Sensitivity of Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis cysts to conventional disinfectants 
and protease. 
Emilie Fouque, Yann Héchard, Philippe Hartemann, Philippe Humeau, Marie-Cécile Trouilhé 
Graphical abstract:  
 
Abstract: 
Vermamoeba vermiformis is a free-living amoeba (FLA) which is widely distributed in the 
environment. It is known to colonize hot water networks and to be the reservoir of pathogenic 
bacteria such as Legionella pneumophila. FLA are partly resistant to biocides, especially in their 
cyst form. The control of V. vermiformis in hot water networks represents an important health 
issue, but there is very few data on their resistance to disinfection treatments. We investigated 
the cysts sensitivity of two strains of V. vermiformis to three disinfectants frequently used in hot 
water networks (chlorine, heat shock and peracetic acid mixed with hydrogen peroxide). We 
tested, in vitro, several concentrations of biocides, temperatures and exposure times according 
to the French regulation. The cysts were fully inactivated by the following conditions: 15 mg/L of 
chlorine for 10 min; 60 °C for 30 min and 0.5 g/L equivalent H2O2 of peracetic acid mixed with 
H2O2 for 30 min. The next step will be to evaluate these procedures on a pilot or a real hot 
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water network. For the first time, we showed the strong efficacy of subtilisin (0.625 U/mL for 
24 h), a protease, to inactive the V. vermiformis cysts. This finding can let imagine a new 
approach for disinfection. 
Keywords: Disinfectant, Free-living amoeba, Hot water network, Protease, Subtilisin, 
Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis. 
Introduction 
Free-living amoebae (FLA) are protozoa widely distributed in the environment and isolated from 
water, soil, air, compost and sediments (Rodriguez-Zaragoza 1994). FLA also colonize aquatic 
environment related to human activities such as water treatment plants (Thomas 2008), water 
distribution networks (Thomas 2006), cooling towers (Srikanth & Berk 1993), cooling systems of 
nuclear power plants (Sykora et al. 1983) and hot water networks (Rohr 1998). Even if FLA are 
not considered to constitute a major threat for human health, those belonging to 
Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris and Naegleria fowleri can potentially be 
responsible for severe brain pathologies (Marciano-Cabral & Cabral 2003, Schuster & Visvesvara 
2004). The genus Acanthamoeba is also responsible for many cases of keratitis (Schuster & 
Visvesvara, 2004). 
FLA have two stages of development: a vegetative form named trophozoite and a dormant form 
named cyst, this differentiation is called encystment (for review see Fouque 2012). Encystment 
occurs when environmental conditions become unfavorable such as nutrient starvation or 
osmotic stress. Encystment induces extensive morphological changes: FLA become spherical and 
a cyst wall is formed, leading to increase resistance of cysts to treatments and harsh conditions. 
FLA are mainly encountered in biofilms and feed by grazing on microorganisms. Importantly, 
several pathogenic bacterial species like Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, 
Pseudomonas aeruginosa and Mycobacterium spp. resist to amoebic phagocytosis (Greub & 
Raoult 2004). Thus, it is recognized that FLA act as reservoirs of pathogenic bacteria, resulting in 
protection from hostile conditions and promoting bacterial dissemination in the environment 
(Horn 2000, Greub & Raoult 2004, Thomas 2010, Santic 2011). For example, the relationship 
between FLA and L. pneumophila is particularly well documented and it was demonstrated that 
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the majority of legionellosis outbreaks were linked to hot water networks contaminated by 
L. pneumophila associated to FLA (Fields 2002). The management of FLA in hot water networks 
is therefore a first issue in the control of public health risks. 
Despite the awareness of the importance of FLA control in management of health risks, related 
to devices linked to human activities, few data regarding FLA resistance to various biocides and 
disinfection procedures are available. Most studies dealing with FLA resistance to treatment 
focus on the genus Acanthamoeba (De Jonckheere &van de Voorde 1976, Coulon 2010, Dupuy 
2013). Besides, Vermamoeba and Hartmannella were poorly studied, although these genera 
seem to be predominant in hot water networks (Rohr 1998, Buse 2013, Ovruskty 2013), likely 
because they are not pathogenic by themselves. Only two studies have investigated the 
resistance of V. vermiformis to biocides used in hot water networks and cooling towers. A study 
conducted on the impact of chlorine and heat, alone and in combination, on both 
V. vermiformis trophozoites and cysts showed that trophozoites were more sensitive than cysts 
(Kutcha 1993). Two other authors have evaluated the efficacy of three biocides (chlorine, 
bromine and isothiazolinone) used in cooling towers on trophozoites and cysts of three strains: 
Acanthamoeba sp., Vahlkampfia sp. and V. vermiformis (Critchley & Bentham 2008). They have 
shown that cysts were more resistant than trophozoites for the three strains. Also, 
Acanthamoeba strain was more resistant than V. vermiformis strain which was more resistant 
than Vahlkampfia strain (Critchley & Bentham 2008). These studies were conducted on one 
strain of V. vermiformis which does not allow assessing the differences within the same species. 
The lack of knowledge about the sensitivity of V. vermiformis cysts to disinfection treatments 
led us to investigate the cysts sensitivity of two strains (environmental and reference) to 
biocides frequently used in hot water networks. We selected three treatments (chlorine, heat 
shock and peracetic acid mix with hydrogen peroxide) according to the French circular in 
relation to Legionella risk prevention in health facilities (DGS/SD7A/DHOS/EA n°2002/243, 2002-
04-22). 
Finally, several studies have shown that classical biocides are not sufficient to eliminate FLA in 
hot water networks, thus it is necessary to develop new treatments (Rohr 1998). In this context, 
we decided to test the efficacy of an innovative enzymatic treatment. A protease was selected 
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because the major components of the cyst wall of H. glebae, which is closed to V. vermiformis, 
are proteins (Upadhyay 1984). Thus, subtilisin, was chosen because it was recently identified for 
its antifouling activity on marine biofilms (Leroy 2008). 
Methods 
Amoebal strains 
Two strains of Vermamoeba vermiformis were used in this study: V. vermiformis Page ATCC 
50237, a reference strain isolated from a hospital cooling tower in South Dakota (USA), and 
V. vermiformis 172A, an environmental strain isolated from a hospital water network (Lausanne, 
Switzerland) (Thomas 2006) where it is referenced as H. vermiformis strain 2. Indeed, since 2011 
the specie H. vermiformis has been reclassified in the genus Vermamoeba which contains only 
the species vermiformis (Smirnov 2011). 
Cultivation 
V. vermiformis were grown axenically in 15 mL of modified PYNFH medium (pH = 6.5, 1 % bacto-
peptone, 1 % yeast extract, 0.1 % RNA of torula yeast type VI, 33 µmol/L  folic acid, 1.5 µmol/L  
hemin, 3.6 mmol/L  Na2HPO4, 26 mmol/L KH2PO4, 10 % fetal bovine serum), in a 75 cm
2 tissue 
culture flask at 28 °C. After 3-5 days of culture, the strains were subcultured into modified 
PYNFH medium.  
Encystment 
Cysts were prepared from trophozoites using Neff's encystment medium (pH 8.8, 0.1 mol/L  KCl, 
8 mmol/L MgSO4, 0.4 mmol/L CaCl2, 20 mmol/L 
 Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-1.3-
propanediol), NaHCO3 1 mmol/L). Trophozoites (3 days old) were harvested by centrifugation 
(500 x g for 7 min), washed twice in encystment medium and suspended in 15 mL of encystment 
medium at approximately 1 x 106 trophozoites/mL. The cell concentration was estimated by 
enumeration in counting chamber (Fast-Read 102®). Then trophozoites were incubated in a 
75 cm2 tissue culture flask at 28 °C during 7 days to obtain mature cysts. Mature cysts were 
harvested by centrifugation (1000 x g for 7 min), washed twice in phosphate buffer (pH 7, 
50 mmol/L) and suspended in the same phosphate buffer at approximately 1 x 106 cells/mL and 
stored at 4 °C up to two weeks. 
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Inactivation tests 
For all experiments, cysts concentration was adjusted at 5 x 105 cysts/mL in phosphate buffer 
(pH 7, 50 mmol/L) before treatment. The cell concentration was estimated by enumeration in 
counting chamber (Fast-Read 102®). Biocide concentrations (chlorine and peracetic acid mixed 
with hydrogen peroxide), heat shock temperatures and exposure times were chosen according 
to the French circular in relation to Legionella risk prevention in health facilities 
(DGS/SD7A/DHOS/EA n°2002/243, 2002-04-22). Table 1 summarizes the disinfection procedures 
recommended by French circular. For each condition, cysts viability was evaluated by the Most 
Probable Number (MPN) method and all experiments were performed in triplicate. 
Table 1: Disinfection procedures recommended by French regulation (DGS/SD7A/DHOS/EA 
n°2002/243, 2002-04-22) in hot water networks 
Disinfection 
Continuous 
treatment 
Discontinuous 
treatment 
Curative treatment shock 
Chlorine (free) 1 mg/L 10 mg/L during 8 h 
100 mg/L during 1 h              
or 50 mg/L during 12 h           
or 15 mg/L during 24 h 
Heat shock 
60/50 °C in the 
network and 50 °C 
in bathrooms 
70 °C during 30 min / 
Peracetic acid mix 
with hydrogen 
peroxide 
/ / 
1 g/L equivalent H2O2 during 
2 h 
Chlorine 
Tests were performed with a commercial sodium hypochlorite solution containing 13 % active 
chlorine (Acros Organics). Before each experiment the concentration in free chlorine was 
assessed by titrimetric method with N,N-diethylphenylene-1,4 diamine (NF EN ISO 7393-1) and 
a chlorine solution at 1 g/L was prepared. The cysts suspension was distributed in sterile 15 mL 
tubes and chlorine treatments were applied with the previous solution. Different concentrations 
of free chlorine and exposure times were tested: 2.5, 5, 10 and 15 mg/L during 10 to 60 min at 
28 °C. At the end of the treatment, free chlorine residual was neutralized by the addition in 
excess (5 µL/mL) of a solution of sterile sodium thiosulfate (0.1 mol/L).  
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Heat shock 
Heat shocks were performed by incubation of cysts in a dry heat oven at different temperatures 
and exposure times. The cysts suspension was distributed in sterile 25 cm2 tissue culture flasks 
and the flasks were incubated at 50, 55, 60 and 70 °C during 30 and 60 min. The control sample 
was incubated at 28 °C during 30 and 60 min. 
Peracetic acid mixed with hydrogen peroxide 
Experiments were performed with a commercial solution of peracetic acid (PAA) mixed with 
hydrogen peroxide (H2O2) (Ferrocid 8591, BKG Water Solutions). A solution at 100 g/L expressed 
in H2O2 equivalent was prepared. The cysts suspension was distributed in sterile 15 mL tubes 
and PAA-H2O2 treatments were applied with the previous solution. Different concentrations of 
this biocide and contact times were tested: 0.1, 0.5 and 1 g/L during 30 and 60 min at 28 °C. 
Seven minutes before the end of contact time, cysts were recovered by centrifugation (1000 x g 
for 7 min), resuspended for 5 min in Dey-Engley neutralizing broth (D3435, Fluka Analytical) 
with 0.02 % bovine catalase (C1345, Sigma) to neutralize PAA and H2O2. Then cysts were 
centrifuged (1000 x g for 7 min) and suspended in phosphate buffer (pH 7, 50 mmol/L).  
Protease 
Protease tests were performed using a commercial solution of subtilisin (protease isolated from 
Bacillus licheniformis,Novozymes). The cysts suspension was distributed in sterile 25 cm2 tissue 
culture flasks and subtilisin treatments were applied. Flasks were incubated at 37 °C (optimal 
enzymatic activity) for 24 h with different concentrations in subtilisin: 0.625, 1.25 and 2.5 U/mL. 
The control sample was also incubated at 37 °C during 24 h.  
Cyst viability 
Cysts viability was evaluated by using the Most Probable Number (MPN) method. For each 
sample a serial dilution ranging from a factor 100 to 10-7 was performed in phosphate buffer (pH 
7, 50 mmol/L). Each dilution was inoculated in triplicate on Non-Nutritive Agar (NNA) (15 g/L) 
recovered by alive Escherichia coli XL1-Blue. During two weeks of incubation at ambient 
temperature, the Petri plates were observed daily with an inverted microscope (CKX41, 
Olympus) to observe the presence or absence of trophozoites. According to these results, the 
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number of viable cysts by mL for each sample was calculated using a MPN calculation program 
(http://www.wiwiss.fu-berlin.de/institute/iso/mitarbeiter/wilrich/MPN_ver2.xls). Log10 
reductions were calculated by comparison to the non-treated control. Limit Of Detection (LOD) 
of this analysis was set at log10 reduction= 6. 
Results 
Chlorine treatment 
The amoebicidal activity of chlorine on V. vermiformis cysts was assessed at different 
concentration and treatment times (Figure 1). At 2.5 mg/L, chlorine had a low (less than 1 log) 
amoebicidal activity. At 5 mg/L, the 50237 strain and 172A strain had log10 reductions between 
0.45 and 1 unit and between 0.95 and 1.7 units respectively. Considering a 10 mg/L free 
chlorine concentration, the strain 50237 presented a log10 reduction between 2 and 3.4 units 
while the strain 172A was totally inactivated after a 10 min exposure. For the highest tested free 
chlorine concentration (15 mg/L), a 10 min exposure was enough to completely inactivate both 
strains. The results illustrate that the strain 172A might be slightly more sensitive than strain 
50237. In addition, for a given concentration, there was hardly any difference between contact 
times. 
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Figure 1: Amoebicidal activity of chlorine at different concentrations and exposure times on 
Vermamoeba vermiformis cysts (LOD: Limit Of Detection) 
Heat shock treatment 
The cystidial activity of heat shock on V. vermiformis cysts was assessed at various temperature 
and exposure times (Figure 2). At 50 °C, inactivation was low (up to 1 log). At 55 °C during 
30 min, the log10 reductions were 2.7 units for the strain 50237 and 4.6 for the strain 172A. At 
the same temperature for a 60 min exposure, log10 reductions were approximately equal to 5.6 
units for the two strains. At 60 and 70 °C cysts of the two strains were completely inactivated 
from 30 min. The two strains showed a similar sensitivity to heat treatment. For a given 
temperature, the extension of exposure led to a better inactivation. 
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Figure 2: Amoebicidal activity of temperature at different temperatures and exposure times on 
Vermamoeba vermiformis cysts (LOD: Limit Of Detection) 
Peracetic acid mixed with hydrogen peroxide treatment 
The amoebicidal activity of PAA mixed with H2O2 on V. vermiformis cysts was assessed at 
different concentration and treatment times (Figure 3). For the strain 50237, at 0.1 g/L 
equivalent H2O2, log10 reductions were 0.68 and 1.25 units for 30 and 60 min exposures 
respectively. For the strain 172A, at 0.1 g/L, log10 reductions were 1.28 and 2.37 units for 30 and 
60 min respectively. Cysts of two strains were completely inactivated when 0.5 and 1 g/L 
equivalent H2O2 were applied for both 30 and 60 min. 
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Figure 3: Amoebicidal activity of peracetic acid mixed with hydrogen peroxide at different 
concentrations and exposure times on Vermamoeba vermiformis cysts (LOD: Limit Of Detection) 
Protease treatment 
We evaluated the cystidal activity of subtilisin (protease isolated from Bacillus licheniformis) at 
various concentrations on V. vermiformis cysts (Figure 4). Subtilisin had a strong cystidal activity 
as a complete inactivation was obtained from 1.25 U/mL. For the strain 172A, at 0.625 U/mL, 
log10 reduction was approximately 5 units. Cysts of the 50237 strain were completely inactivated 
by the three tested concentrations. 
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Figure 4: Amoebicidal activity of subtilisin (protease) at different concentrations on 
Vermamoeba vermiformis cysts (LOD: Limit Of Detection) 
Discussion 
Vermamoeba vermiformis is a FLA frequently found in hot water networks (Rohr 1998; Buse 
2013; Ovruskty 2013) and very often associated to Legionella pneumophila and other 
pathogenic bacteria (Fields 1990; Thomas 2006). There are very few data in the literature on the 
V. vermiformis cysts resistance to disinfection treatments used in hot water networks. 
Therefore, the present study investigated the cysts sensitivity of V. vermiformis to chlorine, 
heat, PAA mixed with H2O2, which are disinfection procedures frequently used in hot water 
networks. Biocide concentrations (chlorine and PAA mixed with H2O2) and heat shock 
temperatures were chosen according to the French circular (DGS/SD7A/DHOS/EA n°2002/243, 
2002-04-22) in relation to Legionella risk prevention in health facilities. Also, sensitivity of 
V. vermiformis cysts to an innovative treatment, protease, was evaluated. 
In hot water networks, chlorine curative shock treatments may vary from 15 mg/L to 100 mg/L 
for an 1 h to 24 h exposures (Table 1). We first tested the sensitivity of V. vermiformis cyst to a 
10 min exposure at 15 mg/L free chlorine and we observed that cysts were totally inactivated by 
this treatment. In vitro, free chlorine concentrations recommend by the French regulation 
(Table 1) for curative shock treatment in hot water systems seem very efficient to inactivate 
V. vermiformis cysts. Then we decreased free chlorine concentrations in order to define the 
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sensitive range of V. vermiformis cysts and to be able to compare our results to those already 
published. At 10 mg/L for 10, 30 and 60 min exposures, the sensitivity of V. vermiformis cysts 
varied depending on the strain. Indeed, log10 reductions for the strain 50237 were between 2 
and 3.4 units whereas 172A strain cysts were completely inactivated. These results are 
consistent with a previous study in which the authors tested the sensitivity of cysts of one strain 
of V. vermiformis to a 30 min exposure at 10 mg/L free chlorine and who found out that only 
0.01 % of cysts had resisted to this treatment (Kutcha 1993). At 5 mg/L, chlorine seems to have 
a limited action on V. vermiformis cysts (Kutcha 1993). Nevertheless, another work (Critchley & 
Bentham 2008) found that 5 mg/L free chlorine were efficient when V. vermiformis cysts were 
exposed during 8 h at 25 °C. Finally, 2.5 mg/L were inefficient for the inactivation of 
V. vermiformis cysts, in agreement with Kutcha (1993) who tested the sensitivity of 
V. vermiformis cysts to a 30 min exposure at 2 mg/L free chlorine and who noticed that 49 % of 
cysts resisted to this treatment. For a given concentration, the duration of exposure had a 
limited effect suggesting that chlorine is rapidly consumed by cysts. 
Water temperature in hot water networks is well regulated in France. At any point of a hot 
water network temperature must be above 50 °C (Table 1). Heat shocks can be used as a 
discontinuous treatment at 70 °C for at least 30 min (Table 1). Thus, we chose to study the 
sensitivity of V. vermiformis cysts between 50 and 70 °C. At 60 and 70 °C, cysts of both strains 
were completely inactivated. It shows that, in these conditions, heat shock procedure was 
efficient to inactivate V. vermiformis cysts. These results were in accordance with an older study 
(Kutcha 1993) which showed that cysts of a V. vermiformis strain were totally inactivated by a 
30 min exposure at 60 °C. Also at 50 and 55 °C our results were similar to this referenced work 
(Kutcha 1993) which found that, for the same treatment, 0.05 % and 16 % of V. vermiformis 
cysts survived at 55 °C and 50 °C respectively. Thus, in vitro, a temperature of 50 °C seems to be 
poorly effective on viability of V. vermiformis cysts. 
PAA mixed with H2O2 can be used only as a curative shock treatment in hot water networks 
according the following procedure: 2 h exposures at 1 g/L equivalent H2O2 (Table 1). So we 
decided to test the sensitivity of V. vermiformis cysts to an exposure at 1 g/L equivalent H2O2 
during 30 and 60 min. Cysts of the two strains tested were completely inactivated by this 
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treatment and same results were observed when V. vermiformis cysts were exposed to 0.5 g/L 
equivalent H2O2. In vitro, concentrations in PAA mixed with H2O2 recommend by French 
regulation (Table 1) for curative treatments seem very efficient to eliminate V. vermiformis 
cysts. Our results are original since there is no publication referring to inactivation 
V. vermiformis cysts, nor other FLA cysts, with PAA mixed with H2O2. 
In vitro, all these procedures were very efficient to inactivate V. vermiformis cysts. Nevertheless, 
our study was limited to in vitro tests using axenical V. vermiformis cultures. In real hot water 
networks, there is a large microbial diversity and chemical biocides are consumed by all these 
microorganisms. The materials, in which the network is made, can consume a part of the 
chemical disinfectants too. Also, in hot water network the majority of FLA are not suspended in 
the aqueous phase but associated with biofilm. Many publications underline that biofilm 
protects microorganisms from disinfection treatments (Srikanth & Berk, 1993). So to evaluate 
the real efficacy of these disinfection treatments in hot water networks, it will be necessary to 
test them on real network or on pilot network, as performed in applied researches (Farhat 2010, 
2011). 
The compilation of our results and literature clearly suggests that cysts of V. vermiformis are 
more sensitive to chlorine and heat than cysts of Acanthamoeba spp. and Balamuthia 
mandrillaris. For example, A. culbertsoni cysts resisted 3 h to a concentration of 40 mg/L free 
chlorine (De Jonckheere & van der Voorde 1976) and those of A. polyphaga resisted 18 h at 
50 mg/L (Kilvington & Price 1990). Cysts of B. mandrillaris were shown surviving to a 
concentration of 25 mg/L free chlorine for 1 h (Siddiqui 2008). Also, cysts of thermotolerant 
strains of Acanthamoeba had resisted to moist heat at 80 °C for a 10 min exposure (Storey 
2004). In addition, cysts of B. mandrillaris were recognized to resist to a 60 min exposure at 60 
and 70 °C (Siddiqui 2008). Besides, there is no clear cut difference with the sensitivity of 
Naegleria cysts (De Jonckheere & van de Voorde 1976; Chang 1978). 
Several studies have shown that classical biocides are not sufficient to eliminate FLA in hot 
water networks, thus it is necessary to develop new treatments (Rohr 1998). So we decided to 
test the efficacy of an innovative treatment with protease because the cyst wall of H. glebae, a 
FLA closed to V. vermiformis, mainly contains proteins (Upadhyay 1984). We selected the 
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subtilisin because it was recently identified for its antifouling activity on marine biofilms (Leroy 
2008).First, we tested a concentration of 2.5 U/mL, the cysts of the two strains of V. vermiformis 
were totally inactivated. Then, we decreased the concentration to 1.25 and 0.625 U/mL, and 
even the lowest tested concentration inactivated the cysts very efficiently. However, we are 
aware that the subtilisin probably cannot be used as such in hot water networks. Indeed, its cost 
is important and its impact on the environment must be addressed. But this type of approach 
can permit to identify new targets and ways to develop the next generation of disinfection 
treatments. 
Conclusions 
In conclusion, we tested the efficacy of disinfection treatments frequently used in hot water 
networks on the cysts of two strains of V. vermiformis. The concentrations in biocides (chlorine 
and PAA mix with H2O2), the heat shocks and exposure times recommended by the French 
regulation (DGS/SD7A/DHOS/EA n°2002/243, 2002-04-22), were efficient in vitro for the 
inactivation of V. vermiformis cysts. The next step will be to evaluate the efficacy of these 
treatments on a pilot or a real hot water network. 
Also we showed, for the first time, the efficacy of subtilisin for inactivate the V. vermiformis 
cysts. This finding can lead to the identification of new targets and ways to develop the future 
generation of disinfectants. 
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 2.2. Illustrations complémentaires 
 Nous avons également réalisé des observations en microscopie optique à contraste de 
phase des kystes de V. vermiformis après traitement à la subtilisine. Nous avons pu observer 
une altération importante des kystes et ce dès la concentration la plus faible en subtilisine 
testée : 0,625 U.mL-1 (Figure 36). Il semblerait qu'après traitement une partie de la paroi des 
kystes subsisterait. En effet, les kystes ne semblaient pas lysés par contre le contenu cellulaire 
apparaissait très endommagé et localisé au centre du kyste. 
A     B.  
Figure 36 : Aspect des kystes de Vermamoeba vermiformis en microscopie optique à contraste 
de phase avant (A) et après traitement (B) à 0,625 U.mL-1 de subtilisine (protéase). 
Barre d'échelle : 20 µm 
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CHAPITRE VII : Discussion générale 
 V. vermiformis est une amibe libre largement répandue dans l'environnement. Elle 
colonise également les milieux aquatiques artificiels comme les réseaux d'eau chaude sanitaire 
(RECS) et les tours aéroréfrigérantes (TAR). Cette amibe libre n'est pas directement pathogène 
pour l'Homme, même si certains auteurs la considèrent comme un pathogène opportuniste 
associé dans des cas de méningo-encéphalites (Centeno et al., 1996) et de kératites (Aitken et 
al., 1996 ; Inouet et al., 1998 ; Lorenzo-Morales et al., 2007). Cependant, il est maintenant bien 
établi qu'elle joue un rôle de réservoir pour de nombreuses bactéries pathogènes, comme 
Legionella pneumophila. Le contrôle de V. vermiformis dans les environnements artificiels 
représente donc un enjeu sanitaire important. Les amibes libres ont la capacité de passer d'une 
forme métaboliquement active (trophozoïte) à une forme de résistance, le kyste, lorsque les 
conditions sont défavorables ce qui leur confère une résistance aux traitements de 
désinfections. Malgré la haute prévalence de V. vermiformis dans les environnements artificiels, 
le processus d'enkystement n'a été que très peu étudié chez cette espèce d'amibe libre. En 
effet, la majorité des études, portant sur l'enkystement des amibes libres, a été menée chez les 
genres Acanthamoeba et Naegleria en raison de leur pouvoir pathogène à l'encontre de 
l'Homme. 
 Concernant l'espèce V. vermiformis, seules quelques études ont décrit la morphologie et 
la structure des trophozoïtes et des kystes. Cette espèce a été décrite pour la première fois par 
Page en 1967 qui la décrira de nouveau en 1974 et 1986. Plus récemment, Smirnov et Michel 
(1999) ont décrit la structure des kystes de V. vermiformis par MET. En 2005, Dykova et al. ont 
décrit la structure des trophozoïtes, des kystes immatures et des kystes matures de deux 
souches de V. vermiformis isolées de poissons. Mais, au début de la thèse, il n'existait aucun 
travail de recherche portant sur les changements morphologiques et ultrastructuraux qui 
s'opèrent lors de l'enkystement de V. vermiformis. Nous avons donc décidé d'étudier grâce à 
des techniques de microscopie optique et de microscopie électronique l'enkystement de 
V. vermiformis. La première partie de ce travail a consisté à mettre au point un protocole 
d’eŶkǇsteŵeŶt de V. vermiformis qui permettait de produire rapidement et de façon synchrone 
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des kystes. Pour cela, nous nous sommes basés sur les nombreux travaux qui ont été menés sur 
l’eŶkǇsteŵeŶt d’Acanthamoeba (Aqeel et al., 2013 ; Byers, 1979 ; Cordingley et al., 1996 ; 
Khunkitti et al., 1998 ; Neff et al., 1964). De ce fait, nous avons choisi un milieu d’eŶkǇsteŵeŶt 
liquide appelé « ŵilieu d’eŶkǇsteŵeŶt Neff ». Cette étude structurale et morphologique a été 
réalisée sur deux souches modèles : la souche de référence V. vermiformis ATCC 50237 et la 
souche environnementale V. vermiformis 172A. 
 La première approche, dans l'étude de l'enkystement de V. vermiformis, a été de suivre 
ce processus par une acquisition en transmission au cours du temps. Les vidéos ont permis de 
visualiser que, dans le milieu d'enkystement Neff, l'enkystement de V. vermiformis était rapide 
et synchrone, la majorité des cellules était enkystée après 9 h d'incubation. Durant 
l'enkystement, la plupart des cellules s'immobilisait puis devenait sphériques avec une 
diminution du volume cellulaire. Les kystes étaient souvent retrouvés sous forme d'agrégats. Les 
vidéos ont également permis de distinguer qu'un petit groupe de cellules restait sous une forme 
mobile et qu'elles se déplaçaient activement de paquets de kystes en paquets de kystes. Les 
vidéos suggèrent qu'elles seraient impliquées dans la formation des agrégats de kystes. De ces 
observations, deux idées fortes se dégagent : ;iͿ la pƌeŵiğƌe est la possiďilitĠ de l’eǆisteŶĐe de 
mécanismes de communication inter-amibienne par contact cellulaire et (ii) la deuxième est 
l’ĠǀeŶtualitĠ d’un comportement social chez V. vermiformis. Après avoir suivi l'enkystement au 
cours du temps par microscopie optique, nous avons étudié les changements ultrastructuraux 
qui s'opèrent lors de l'enkystement de V. vermiformis par MET. Les résultats ont été similaires 
pour les deux souches testées. Nous avons observé, après 3 h d'incubation dans le milieu 
d'enkystement Neff, une sphérification des cellules, une baisse du volume cellulaire et une 
apparition d'autophagosomes peu denses. Après 6 h d'incubation dans le milieu d'enkystement 
Neff, les cellules étaient sphériques ou ovoïdes, et les mitochondries se rapprochaient du 
noyau. La paroi du kyste était en cours de synthèse et elle était composée d'un matériel 
fibrillaire déversé dans l'espace péricellulaire par des vésicules de 100 à 200 nm de diamètre. 
L'épaisseur de la paroi variait en fonction de l'état de maturation du kyste. Il y avait également 
des phénomènes d'autophagie dans les cellules, ce qui semble logique car la cellule a besoin de 
fournir de l'énergie et des molécules pour s'enkyster. Ceci peut également expliquer la baisse du 
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volume cellulaire. Des dépôts peu denses de glycogène étaient également observables dans le 
cytoplasme, il pourrait s'agir de la formation de réserves énergétiques. Après 9 h d'incubation 
dans le milieu d'enkystement Neff, la grande majorité des cellules était sous forme de kystes 
matures. Les kystes matures observés après 24 h et 7 j d’iŶĐuďatioŶ daŶs le ŵilieu 
d’eŶkǇsteŵeŶt Neff ĠtaieŶt ideŶtiƋues à Đeuǆ oďteŶus au ďout de 9 h. Ceci nous a permis de 
conclure que, dans nos conditions expérimentales, l'enkystement de V. vermiformis était total 
après 9 h d'incubation. Dans les kystes matures, les mitochondries entouraient le noyau et il y 
avait la présence de deux structures non observées dans les trophozoïtes. Il s'agissait (i) 
d'autophagosomes denses et homogènes et (ii) de vésicules recouvertes de ribosome-like. La 
paroi, d'environ 250-400 nm d'épaisseur, était composée d'une double couche, où l'ectokyste et 
l'endokyste étaient accolés ou partiellement séparés. Les kystes de V. vermiformis ne 
possédaient pas d'ostiole, comme c'est le cas chez Acanthamoeba et Naegleria. Des dépôts 
denses de glycogène étaient observés dans les kystes. Il est possible de penser que ce glycogène 
sert de réserve énergétique lors du maintien des conditions défavorables. Ces réserves de 
glycogène pourraient également intervenir lors du processus de désenkystement. 
 A ce stade, l'étude de l'enkystement n'avait été menée que dans une seule condition : le 
milieu d'enkystement Neff à 25 °C. Mais, il est évident que les conditions environnementales 
peuvent avoir un effet sur ce processus. Par exemple, chez Acanthamoeba, il semblerait que les 
pH basiques, une température de 30-32 °C et une pression osmotique de 0,2 osmolar favorisent 
l'enkystement (Neff et al., 1964). Il nous semblait donc important d'étudier l'effet des conditions 
environnementales (température, pH et pression osmotique) sur l'enkystement des deux 
souches de V. vermiformis sélectionnées. Pour cela, les cellules ont été mises à enkyster dans 
différentes conditions dans le milieu d'enkystement Neff modifié ou non (différents pH, 
différentes concentrations en KCl). Afin d'estimer l'effet des conditions environnementales sur 
l'enkystement, nous avons décidé de mesurer le taux d'enkystement après différents temps 
dans les différentes conditions. Il a donc été nécessaire de mettre en place une technique 
permettant de mesurer ce paramètre chez V. vermiformis. Apƌğs uŶe sĠƌie d’essais et 
contrairement à ce qui est observé chez Acanthamoeba (Connell et al., 2001 ; Imayasu et al., 
2013), l’utilisatioŶ de la ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ s’est aǀĠƌĠe iŶadaptĠe à la ŵesuƌe du tauǆ 
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d’eŶkǇsteŵeŶt de V. vermiformis. Nous avons donc utilisé le dénombrement direct sur cellule 
de numération pour mesurer le taux d'enkystement chez V. vermiformis. Par la suite, nous 
avons réalisé des cinétiques d'enkystement des deux souches de V. vermiformis dans le milieu 
d'enkystement Neff, où le taux d'enkystement a été mesuré toutes les 3 h jusqu'à obtention 
d'un enkystement maximal. Les résultats ont montré que les cinétiques d'enkystement étaient 
similaires pour les deux souches. Après 3 h dans le milieu d'enkystement, le taux d'enkystement 
était nul ce qui est cohérent avec les résultats obtenus en MET. En effet, nous avons pu voir 
qu'après 3 h d'incubation dans le milieu d'enkystement Neff la synthèse de la paroi kystique 
n'était pas démarrée, les cellules étaient donc sensibles au traitement à 0,5 % de SDS qui a pour 
effet d’ĠliŵiŶeƌ les trophozoïtes et les kystes immatures. Après 6 h d'incubation, le taux 
d'enkystement était compris entre 37 et 56 %. Ceci est également en adéquation avec les 
résultats obtenus en MET. A ce temps, la synthèse de la paroi kystique était en cours et son 
épaisseur variait en fonction de l'état de maturation du kyste. Il semblerait que les kystes, chez 
qui la synthèse de la paroi était la plus avancée, étaient résistants au traitement à 0,5 % de SDS. 
Après 9 h d'incubation, le taux d'enkystement était maximal ce qui est également cohérent avec 
les observations faites en MET qui montraient que les kystes étaient matures et donc résistant à 
0,5 % de SDS. Par cette technique, nous avons pu vérifier que l'enkystement de V. vermiformis 
dans le milieu d'enkystement Neff est plus rapide (environ 9 hͿ Ƌue Đelui d’Acanthamoeba qui 
dure entre 16 et 24 h dans les mêmes conditions (Hugues et al., 2003 ; Neff et al., 1964). Dans 
les deuǆ Đas, le pƌoĐessus s’aǀğƌe ġtƌe sǇŶĐhƌoŶe daŶs Đe ŵilieu d’eŶkǇsteŵeŶt. AiŶsi, pouƌ la 
suite de nos expérimentations, nous avons choisi de mesurer le taux d'enkystement après 6 et 
9 h d'incubation dans les différentes conditions de température, pH et concentration en KCl. Les 
résultats ont montré que les deux souches avaient un comportement similaire vis-à-vis de la 
température, un enkystement optimal était obtenu à 25 et 37 °C. En ce qui concerne le pH et la 
pression osmotique, les effets sur l'enkystement étaient différents en fonction de la souche 
testée. Pour la souche de référence (ATCC 50237), les profils d'enkystement étaient similaires 
pour les pH compris entre 5 et 9 et pour les concentrations en KCl comprises entre 0,05 et 
0,2 mol.L-1. Pour la souche environnementale (172A), un enkystement optimal était obtenu pour 
les pH basiques (8 et 9) et une concentration en KCl de 0,1 mol.L-1. Les observations au 
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microscope à contraste de phase ont montré que la souche environnementale 172A était plus 
sensible à la pression osmotique que la souche de référence 50237. 
 Les vidéos réalisées lors de l'enkystement de V. vermiformis ont également suggéré 
l'existence de mécanismes de communication inter-amibienne par contact cellulaire. Nous 
avons donc voulu tester l'effet de la concentration cellulaire sur l'enkystement. Les résultats ont 
clairement montré que plus la concentration cellulaire était élevée plus l'enkystement était 
rapide. Ce résultat laisse également suggérer l'existence d'une communication inter-amibienne. 
En plus de la communication par contact cellulaire, il existe d'autres types de communications 
intercellulaires par substances diffusibles. Par exemple, chez les bactéries, il existe une réponse 
coordonnée dans les populations dans le cas d'une haute concentration cellulaire qui est 
nommée détection du quorum mais plus généralement appelée sous le terme anglais 
« quorum-sensing » (Miller et Bassler, 2001). Le quorum-sensing est basé sur la production 
d'une substance dite auto-inductrice. Lorsque la concentration cellulaire est faible, il y a peu de 
substance auto-inductrice dans le milieu. Lorsque la concentration cellulaire est élevée, la 
concentration en substance auto-inductrice va augmenter dans le milieu jusqu'à atteindre une 
concentration seuil à laquelle les cellules perçoivent le signal et déclenchent une réponse 
cellulaire. Chez le genre Acanthamoeba, Akins et Byers (1980) ont reporté un facteur, nommé 
encystment-enhancing activity (EEA), qui était sécrété dans les cultures de haute densité. Ce 
facteur était capable de stimuler l'enkystement d'Acanthamoeba. Les auteurs ont spéculé sur le 
fait que le facteur EEA pourrait agir de façon similaire aux substances auto-inductrices dans les 
phénomènes de quorum-sensing. En 2001, Eichinger a suggéré que les catécholamines 
pouvaient être des molécules du quorum-sensing impliquées dans les communications 
procaryotes et eucaryotes. Chez Acanthamoeba, il a été montré que les catécholamines 
(adrénaline et noradrénaline) induisent l'enkystement probablement par fixation sur des 
récepteurs adrénergiques-like qui activent la synthèse de l'AMPc (Murti, 1975 ; Srivastava et 
Shukla, 1983). Mais, il est nécessaire de clarifier si les catécholamines sont un signal pour tous 
les genres d'amibes libres et si elles peuvent être synthétisées par ces microorganismes, comme 
c'est le cas chez Entamoeba invadens (Coppi et al., 2002). Il serait intéressant d'essayer d'isoler 
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et identifier les molécules présentes dans le surnageant de cultures de haute densité cellulaire 
lors de la culture et lors de l'enkystement de V. vermiformis. 
 Forts de ces résultats, nous avons tenté d'identifier certains mécanismes moléculaires 
impliqués dans l'enkystement de V. vermiformis. Pour cela, nous avons utilisé différents 
inhibiteurs : (i) la cytochalasine D (inhibiteur de la polymérisation des filaments d'actine), (ii) un 
inhibiteur des protéines ERK et (iii) un inhibiteur des protéines PI3K. Ces trois inhibiteurs avaient 
été décrits pour limiter l'enkystement d'Acanthamoeba ou de Balamuthia mandrillaris (Dudley 
et al., 2009 ; Siddiqui et al., 2010). Nous avons également testé un inhibiteur de la glycogène 
phosphorylase car il a été montré, chez Acanthamoeba, Ƌue l’iŶhiďitioŶ de l'eǆpƌessioŶ de la 
glycogène phosphorylase par des petits ARN interférants (siRNA) induisait un enkystement 
défaillant (Lorenzo-Morales et al., 2008). Ces quatre inhibiteurs sont uniquement solubles dans 
des solvants organiques comme le DMSO. Nous avons donc introduit à nos expérimentations un 
témoin contenant uniquement le milieu d'enkystement et un autre contenant le milieu 
d'enkystement additionné de la même concentration en DMSO que celle introduite dans les 
échantillons traités avec les inhibiteurs. Un profil d'enkystement similaire a été obtenu entre les 
échantillons traités avec les inhibiteurs et les témoins contenant le DMSO. Par contre les profils 
d'enkystement étaient différents entre les deux témoins, l'enkystement était plus rapide en 
présence de DMSO. Il semblerait donc que le DMSO soit un fort signal d'enkystement, il 
induirait un enkystement plus rapide qu'une seule déplétion nutritive. Chez Acanthamoeba, des 
études récentes ont montré que les solvants organiques (DMSO, acétone et méthanol) et le 
propylène glycol, en faible concentration, induisaient une réponse cellulaire immédiate qui 
conduit à la formation rapide de pseudokystes (Kliescikova et al., 2011a et b). Il semblerait que 
la formation des pseudokystes et des kystes soient deux réactions de défense distinctes qui sont 
activées par des conditions environnementales différentes (Kliescikova et al., 2011a et b). La 
formation des pseudokystes permettrait de protéger les Acanthamoeba des changements 
ďƌusƋues de l'eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Đaƌ Đ’est uŶ pƌoĐessus plus ƌapide Ƌue l'eŶkǇsteŵeŶt. Nos tests 
suƌ les iŶhiďiteuƌs de l’eŶkǇsteŵeŶt de V. vermiformis Ŷ’oŶt pu aďoutiƌ suƌ des ƌĠsultats 
concrets. CepeŶdaŶt, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’utilisatioŶ du DM“O daŶs de tels tƌaǀauǆ pouǀait 
eŶgeŶdƌeƌ des ďiais eǆpĠƌiŵeŶtauǆ. L’utilisatioŶ d’autƌes solǀaŶts oƌgaŶiƋues ƌeste à eǆploƌeƌ. 
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 L'ensemble des résultats obtenus sur l'étude de l'enkystement de V. vermiformis et ceux 
présents dans la littérature suggèrent que l'induction et la régulation de l'enkystement des 
amibes libres est complexe et que différents facteurs peuvent agir en synergie pour stimuler 
l'enkystement. Il semblerait même qu'il existe plusieurs mécanismes et formes de résistance 
(kystes, pseudokystes) en fonction du type de stress présent dans le milieu. Il est également 
probable qu'il existe des phénomènes de communication inter-amibienne, par contact cellulaire 
et/ou substance diffusible, impliqués dans l'enkystement des amibes libres. De plus, il est aussi 
concevable qu'il existe une structure sociale dans les populations de V. vermiformis durant 
l'enkystement. En effet, les amibes qui restaient sous forme mobile semblaient impliquées dans 
la formation des agrégats de kystes ce qui peut donner des avantages dans la survie de la 
population et de l'espèce. La formation des agrégats peut être vue comme une stratégie de 
suƌǀie Ƌui offƌiƌait uŶe plus gƌaŶde ƌĠsistaŶĐe auǆ kǇstes positioŶŶĠs au Đœuƌ de l'agrégat. Cela 
pourrait permettre de mieux protéger ces kystes des contraintes mécaniques, chimiques et 
environnementales. Cela pourrait également fournir un avantage lors de la dissémination dans 
l'environnement et permettre une colonisation plus rapide des nouveaux écosystèmes. Il est 
évident que les amibes libres ont développé des mécanismes et des stratégies de survie 
efficaces pour résister à une grande palette de stress rencontrés dans les environnements 
naturels et artificiels. 
 Par la suite, nous avons estimé la résistance des kystes de V. vermiformis aux traitements 
de désinfection car très peu de données sont disponibles dans la littérature. En effet, la majorité 
des études portant sur la résistance des kystes d'amibes libres aux traitements de désinfection a 
été menée chez le genre Acanthamoeba en raison de son pouvoir pathogène pour l'Homme. 
Nous avons choisi d'évaluer la résistance des kystes de V. vermiformis à trois traitements 
fréquemment utilisés dans les RECS car ils représentent l'une des sources souvent incriminée 
lors des épidémies de légionellose. Dans ces cas, les RECS incriminés présentaient des 
associations L. pneumophila et amibes libres dont V. vermiformis (Fields et al., 2002). Nous 
avons donc évalué la résistance des deux souches de V. vermiformis sélectionnées aux 
traitements chlorés, aux chocs thermiques et aux traitements à base d'acide péracétique couplé 
au peroxyde d'hydrogène en testant, en autres, les valeurs conseillées par la circulaire sur la 
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prévention du risque légionelles dans les RECS (DGS/SD7A/DHOS/EA no2002/243). Nos résultats 
ont montré que les kystes de V. vermiformis étaient complètement inactivés par les conditions 
suivantes : 15 mg.L-1 de chlore pendant 10 min ; 60 °C pendant 30 min et 0,5 g.L-1 équivalent 
H2O2 d'acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène. La souche environnementale 172A 
était plus sensible au chlore que la souche de référence 50237. Or, nous avions déjà observé 
que la souche 172A était plus sensible à la pression osmotique que la souche de référence ; il 
semble donc exister des différences de sensibilité entre les souches de V. vermiformis. Les 
résultats obtenus ont montré que, in vitro, les valeurs conseillées pour la désinfection des RECS 
sont efficaces pour éliminer les kystes de V. vermiformis. Mais dans les RECS, il existe une large 
diversité microbienne qui consomme les composés chimiques. Les matériaux composant les 
RECS peuvent aussi entrer en jeu dans la quantité de désinfectant réellement disponible. Enfin, 
dans les RECS la majorité des aŵiďes liďƌes Ŷ’est pas sous foƌŵe plaŶĐtoŶiƋue ŵais assoĐiĠe au 
biofilm. Il a déjà été montré que le biofilm peut protèger les amibes libres des traitements de 
désinfections (Srikanth et Berk, 1993). Donc, pour évaluer l'efficacité réelle de ces traitements 
de désinfection, il serait nécessaire de les tester sur des RECS réels ou des pilotes à échelle 
réelle comme celui utilisé par Farhat et al. (2010 et 2011). Cependant, il a déjà été montré dans 
la littérature que les biocides classiques sont parfois inefficaces pour éliminer totalement les 
amibes libres des RECS (Rohr et al., 1998). C'est pourquoi, il serait nécessaire de développer de 
nouveaux traitements. Dans cette optique, nous avons testé un traitement innovant en utilisant 
des enzymes pour désactiver les kystes de V. vermiformis. Notre choix s'est porté sur les 
protéases car il a été montré que les composants majeurs de la paroi des kystes d'Hartmannella 
glebae, une amibe libre proche de V. vermiformis, sont des protéines (Upadhyay et al., 1984). 
Nous avons sélectionné, comme protéase, la subtilisine qui a été récemment identifiée pour son 
activité antifouling sur les biofilms marins (Leroy et al., 2008a et b). La subtilisine semble très 
efficace pour inactiver les kystes de V. vermiformis. Une incubation de 24 h dans une 
concentration de subtilisine de 1,25 U.mL-1 permettait d'inactiver la totalité des kystes des deux 
souches de V. vermiformis testées. Les observations au microscope à contraste de phase 
montraient une altération importante des kystes bien qu'ils ne semblaient pas lysés. En effet, 
une partie de la paroi des kystes semblait subsister alors que le contenu cellulaire apparaissait 
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très endommagé et localisé au centre du kyste. Il serait intéressant d'étudier la structure des 
kystes, après traitement à la subtilisine, par MET afin de mieux comprendre l'effet de cette 
protéase sur les kystes de V. vermiformis. Malgré la bonne efficacité de la subtilisine pour 
désactiver les kystes de V. vermiformis, nous sommes conscients que ce traitement ne pourra 
probablement pas être utilisé tel quel dans les RECS. En effet, son coût est important et son 
impact sur l'environnement doit être évalué. Mais ce type d'approche peut permettre 
d'identifier de nouvelles cibles et voies pour développer la prochaine génération de traitements 
de désinfection. 
 Enfin, nous avons étudié le processus de désenkystement. Au début de la thèse, il 
n'existait aucun travail de recherche faisant référence au processus de désenkystement chez 
V. vermiformis. De manière générale, il existe peu d'information concernant le processus de 
désenkystement chez les amibes libres et en particulier sur les facteurs induisant ce processus 
et les mécanismes moléculaires mis en jeu. La majorité des travaux de recherche sont des 
études morphologiques, structurales et ultrastructurales de ce processus de différenciation chez 
les genres Acanthamoeba et Naegleria (Chávez-Munguía et al., 2005, 2009 et 2013). Chez 
Acanthamoeba et Naegleria, lors du désenkystement, les trophozoïtes émergent du kyste au 
niveau des ostioles. Lors de l'étude des kystes de V. vermiformis par MEB et MET, nous n'avons 
observé aucun ostiole à la surface des kystes. Nous avons donc été curieux de visualiser le 
processus de désenkystement chez V. vermiformis par différentes techniques de microscopie 
optique et électronique. Nous avons tout d'abord suivi le désenkystement de V. vermiformis par 
microscopie confocale. Les vidéos réalisées ont permis de voir que, dans le milieu de culture 
PYNFH modifié, le désenkystement de V. vermiformis était moins synchrone que l'enkystement 
dans le milieu Neff. Cette observation est en accord avec les résultats de Chambers et 
Thompson (1974) qui ont montré un désenkystement asynchrone chez Acanthamoeba. Dans 
notre étude, les premiers trophozoïtes apparaissaient après 9 h d'incubation. Ce temps est 
beaucoup plus faible que les données présentes dans la littérature pour des suivis de 
désenkystement dans des milieux nutritifs. Ainsi, Mattar et Byer (1971) ont montré que le 
dĠseŶkǇsteŵeŶt d’Acanthamoeba castelanii se déroulait sur une période de 12,5 h à 36 h. De la 
même façon, Kaushal et Shukla (1977a) ont rapporté que le désenkystement d'Acanthamoeba 
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culbertsoni pouǀait pƌeŶdƌe jusƋu’à ϰϴ h. Nous avons noté que durant le désenkystement, les 
trophozoïtes ďougeaieŶt à l'iŶtĠƌieuƌ des kǇstes, puis l’ĠŵeƌgeŶĐe d’uŶe ou plusieuƌs 
projections cytoplasmiques étaient observées à travers la paroi du kyste. Enfin les trophozoïtes 
s’eǆpulsaieŶt des kǇstes laissaŶt uŶe paƌoi ǀide. Les mêmes observations ont été faites en MEB. 
Puis nous avons suivi, par MET, les changements ultrastructuraux qui s'opèrent lors du 
désenkystement de V. vermiformis. Après 6 et 9 h dans le milieu PYNFH modifié, des lysosomes 
seuls et/ou des vacuoles contenant à la fois des débris cellulaires et des lysosomes sont libérés 
dans l'espace péricellulaire. On peut imaginer que cela induit une fragilisation et une digestion 
par les enzymes lytiques (généralement des lipases, protéases et des osidases) de la paroi 
kystique. Puis, les amibes se détachaient de la paroi des kystes et bougeaient à l'intérieur de la 
paroi comme les vidéos le suggéraient. Cette étape était accompagnée d'une dégradation des 
dépôts de glycogène qui devait probablement fournir l'énergie nécessaire à ce processus. Enfin, 
les amibes émergeaient, à travers les parois des kystes qui semblaient partiellement digérées, et 
reprenaient une structure type du trophozoïte. Il semblerait qu'une partie de la paroi du kyste 
subsiste à la dégradation par les enzymes lysosomales. Il se pourrait que, lors des traitements à 
la subtilisine, cette même partie de la paroi des kystes soit résistante à la protéase. Il serait alors 
intéressant d'étudier la structure des kystes après traitement à la subtilisine en MET et de les 
comparer avec ceux observés lors du désenkystement. Il est possible que l'endokyste et 
l'ectokyste aient une composition et une structure très différentes. 
 Le désenkystement de V. vermiformis est un processus rapide, il montre la capacité 
remarquable de V. vermiformis à s'adapter rapidement aux changements qui surviennent dans 
son environnement. Par la suite, il serait intéressant d'étudier la composition de la paroi des 
kystes, les facteurs induisant ce processus et les mécanismes moléculaires mis en jeu. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 Les amibes libres sont largement répandues dans l'environnement et colonisent les 
milieux aquatiques artificiels comme les RECS et les TAR. Certains genres ou espèces d'amibes 
libres sont potentiellement pathogènes pour l'Homme mais en tant que telles, elles ne sont pas 
considérées comme un problème majeur de santé publique. Cependant, il est maintenant bien 
établi qu’elles jouent un rôle de réservoir pour de nombreuses bactéries pathogènes comme 
Legionnella pneumophila, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa ou Mycobacterium 
spp.. Le contrôle des amibes libres dans les environnements artificiels représente donc un enjeu 
sanitaire important. Cependant, les amibes libres ont la capacité de passer d'une forme 
métaboliquement active (trophozoïte) à une forme de résistance, le kyste, lorsque les 
conditions sont défavorables ce qui leur confère une résistance aux traitements de 
désinfections. L'enkystement est une étape clé dans la survie et la résistance des amibes libres 
aux conditions défavorables. Dans l'optique de maîtriser les amibes libres dans les 
environnements artificiels (RECS, TAR...), et donc de prévenir les risques sanitaires, une 
meilleure compréhension des processus de différenciation et de la résistance des kystes aux 
traitements de désinfection est nécessaire. La plupart des travaux de recherche, portant sur les 
processus de différenciation et la résistance des kystes, a été menée chez les genres 
Acanthamoeba et Naegleria en raison de leur pouvoir pathogène à l'encontre de l'Homme. Lors 
de notre étude bibliographique, nous avons remarqué qu'il Ŷ’existait que peu de données 
concernant les processus de différenciation et la résistance des kystes de Vermamoeba 
vermiformis alors que plusieurs études montrent que cette espèce est prédominante dans les 
milieux artificiels. De plus, son rôle de réservoir pour des bactéries pathogènes, et en particulier 
L. pneumophila, est maintenant bien reconnu et documenté. Il était donc important de faire 
avancer l'état des connaissances sur les processus de différenciation et la résistance des kystes 
aux traitements de désinfection chez l'amibe libre V. vermiformis. 
 Dans un premier temps, nous avons étudié les processus d'enkystement et de 
désenkystement de V. vermiformis par différentes techniques de microscopie optique et 
électronique. Nous avons montré que l'enkystement de V. vermiformis est un processus 
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synchrone et rapide, il est réalisé en 9 h environ. Il conduit à la formation de kystes, entourés 
d'une paroi double couche composée d'un endokyste et d'un ectokyste. Nous avons observé, 
Ƌu’à l'iŶǀeƌse des geŶƌes Acanthamoeba et Naegleria, les kystes de V. vermiformis ne possèdent 
pas d'ostiole. Nous étions donc curieux d'étudier le mécanisme de désenkystement chez cette 
espèce. Le désenkystement de V. vermiformis est moins synchrone que l'enkystement, il reste 
cependant rapide, les premiers trophozoïtes ont été observés après 9 h d'incubation dans un 
milieu nutritif. Durant le désenkystement, les cellules libèrent dans l'espace péricellulaire des 
lysosomes et des vacuoles contenant à la fois des débris cellulaires et des lysosomes, ce qui 
conduit, vraisemblablement, à une fragilisation et une digestion partielle de la paroi du kyste. 
Puis, l'amibe se détache de la paroi et bouge à l'intérieur du kyste jusqu'à émerger laissant la 
paroi vide. Les différentes observations réalisées dans cette étude laissent également suggérer 
l'existence de mécanismes de communication inter-amibienne par contact cellulaire et 
l'existence d'un comportement social chez V. vermiformis. 
 Puis dans une deuxième partie, nous avons investigué l'effet des conditions 
environnementales (température, pH et pression osmotique) sur l'enkystement de 
V. vermiformis. Nous avons observé que les conditions environnementales ont un impact sur 
l'enkystement de V. vermiformis, et qu'il existe des différences de sensibilité entre les deux 
souches testées. Pour la souche de référence (ATCC 50237), un enkystement optimal a été 
obtenu (i) pour des températures de 25 et 37 °C, (ii) pour des pH compris entre 5 et 9 et (iii) 
pour des concentrations en KCl comprises entre 0,05 et 0,2 mol.L-1. Quant à la souche 
environnementale (172A), un enkystement optimal a été observé (i) pour des températures de 
25 et 37 °C, (ii) pour les pH basiques (8 et 9) et (iii) pour une concentration en KCl de 0,1 mol.L-1. 
Par la suite, nous avons testé l'effet de la concentration cellulaire sur l'enkystement de 
V. vermiformis. Nous avons observé que plus la concentration cellulaire était élevée plus 
l'enkystement était rapide ce qui suggère l'existence de mécanismes de communication inter-
amibienne. En plus d'une communication par contact cellulaire, on peut imaginer l'existence 
d'une communication inter-amibienne par substance diffusible, comme le quorum-sensing 
connu chez les bactéries. 
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 Les perspectives de Ŷos ƌeĐheƌĐhes suƌ l’eŶkǇsteŵeŶt de V. vermiformis et, plus 
généralement, les perspectives à l'étude du processus d'enkystement chez les amibes libres 
sont nombreuses.  
 Ainsi, il serait utile de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans 
l'enkystement des amibes libres. En effet, les récepteurs membranaires et les voies de 
signalisation impliqués dans ce processus sont encore mal identifiés. Il reste également à 
découvrir de nouvelles molécules impliquées dans ce processus. Il serait également intéressant 
d’Ġtudieƌ si la pƌĠseŶĐe de ďaĐtĠƌies iŶtƌaĐellulaiƌes peut iŶteƌfĠƌeƌ aǀeĐ le pƌoĐessus 
d'enkystement. On pourrait aussi envisager d'étudier les mécanismes de communication inter-
amibienne, comme la communication par contact cellulaire ou bien des mécanismes proches du 
quorum-sensing bactérien. L'idée de l'éventuelle existence d'un comportement social chez les 
amibes libres reste encore à explorer. Enfin, le processus de désenkystement, encore mal 
connu, ŵĠƌiteƌait d’ġtƌe ĠtudiĠ plus eŶ dĠtails. En effet, concernant le dernier point, il existe 
peu ou pas de données sur les facteurs induisant le désenkystement, les voies de signalisation et 
les molécules impliqués. La majorité des études portant sur les processus de différenciation 
chez les amibes libres a été menée chez Acanthamoeba. A l'avenir, il semblerait intéressant 
d’Ġlaƌgiƌ Đes tƌaǀauǆ à d'autres genres afiŶ d’aŵĠlioƌeƌ la pƌĠǀeŶtioŶ des ƌisƋues saŶitaiƌes 
directement ou indirectement liés aux amibes libres et de ce fait mieux cibler les procédures de 
désinfection. 
 Dans un troisième temps, nous avons étudié la résistance des kystes de V. vermiformis 
aux traitements de désinfection. Nous avons sélectionné trois traitements fréquemment utilisés 
dans les RECS (chlore, chocs thermiques et acide péracétique couplé au peroxyde d'hydrogène), 
car ils sont souvent incriminés dans les épidémies de légionellose où L. pneumophila peut être 
associée aux amibes libres. Nous avons montré que, in vitro, les procédures de traitement 
recommandées pour la désinfection des RECS dans le cadre de la prévention du risque 
légionelles sont efficaces pour inactiver les kystes de V. vermiformis. Cependant, dans un RECS 
réel, les désinfectants chimiques sont consommés par l'ensemble de la flore microbienne ainsi 
que par les matériaux composants le RECS lui-même. Il a également été montré que le biofilm, 
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auquel les amibes libres sont associées, peut les protéger des traitements de désinfection. Il 
serait donc nécessaire de vérifier l'efficacité in situ de Đes tƌaiteŵeŶts suƌ uŶ ďaŶĐ d’essais ou uŶ 
RECS réel. Cependant, il a déjà été montré dans la littérature que les biocides classiques sont 
parfois inefficaces pour éliminer totalement les amibes libres des RECS, c'est pourquoi il est 
aussi nécessaire de développer de nouveaux traitements. Dans cette optique, nous avons testé 
un traitement innovant à base d'une protéase : la subtilisine. Cette enzyme semble très efficace 
pour inactiver les kystes de V. vermiformis mais nous sommes conscients qu'elle ne pourra 
probablement pas être utilisée tel quel dans les RECS. Son coût est élevé et son impact sur 
l'environnement nécessite d'être évalué. Cependant, cette découverte peut laisser envisager 
une nouvelle approche pour les traitements de désinfection. Une perspective, à cette étude, 
serait de tester l'effet d'autres enzymes (seules ou combinées) comme les lipases ou les 
osidases pour désactiver les kystes de V. vermiformis. Il serait également judicieux de 
déterminer la composition de la paroi des kystes de V. vermiformis, cela pourrait permettre de 
trouver de nouvelles cibles pour le développement de traitements innovants plus efficaces. 
 Pour conclure, ce travail de thèse a permis d'apporter des connaissances de base sur les 
processus de différenciation et la résistance des kystes aux traitements de désinfection chez 
V. vermiformis, une amibe libre peu étudiée. Il a également permis de souligner le fait que les 
amibes libres ont développé de nombreux mécanismes de survie pour s'adapter aux 
ĐhaŶgeŵeŶts de l'eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et Ƌu’il eǆiste des diffĠƌeŶĐes à la fois entre les genres, entre 
les espğĐes et eŶtƌe les souĐhes au seiŶ d’uŶe ŵġŵe espğĐe. Enfin, je souhaiterais clore ce 
manuscrit par une citation qui illustre bien les travaux menés au cours de ce travail de doctorat : 
« Les espèces qui survivent ne sont pas les espèces les plus fortes, ni les plus intelligentes, mais 
celles qui s'adaptent le mieux aux changements » (Charles Darwin). 
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Les processus de différenciation et la résistance des kystes aux traitements de désinfection chez 
l'amibe libre Vermamoeba vermiformis 
 
 V. vermiformis est une amibe libre répandue dans l'environnement et les milieux artificiels 
comme les réseaux d'eau chaude sanitaire (RECS). Il est maintenant bien établi qu'elle joue un rôle de 
réservoir pour des bactéries pathogènes, comme L. pneumophila. Le contrôle de V. vermiformis dans les 
RECS représente donc un enjeu sanitaire important. Les amibes libres peuǀeŶt passeƌ d’uŶe foƌŵe 
métaboliquement active (trophozoïte) à une forme de résistance, le kyste, lorsque les conditions sont 
défavorables ce qui leur confère une résistance aux traitements. Malgré la haute prévalence de 
V. vermiformis dans les RECS, les processus de différenciation et la résistance de ses kystes aux 
traitements n'ont été que peu étudiés. Nous avons donc investigué les changements morphologiques et 
ultrastructuraux qui s'opèrent lors de l'enkystement et désenkystement de V. vermiformis. Il en ressort 
que l'enkystement est un phénomène rapide (9 h) qui conduit à la formation de kystes entourés d'une 
paroi double couche. Lors du désenkystement, les trophozoïtes n'émergent pas à travers un ostiole 
comme c'est le cas chez Acanthamoeba. Puis, nous avons étudié l'effet des conditions 
environnementales et de la concentration cellulaire sur l'enkystement. Nous avons observé que plus la 
concentration cellulaire est élevée plus l'enkystement est rapide, ce qui suggère l'existence de 
mécanismes de communication intercellulaire. Enfin, nous avons étudié la résistance des kystes aux 
traitements utilisés dans les RECS et aux protéases. Ces traitements étaient efficaces, in vitro, pour 
inactiver les kystes de V. vermiformis. Ces travaux ont permis d'apporter des connaissances de bases sur 
les processus de différenciation et la résistance des kystes de V. vermiformis, une amibe libre peu 
étudiée. 
Mots clés : Vermamoeba vermiformis, amibe libre, enkystement, désenkystement, microscopie 
électronique, communication intercellulaire, traitement de désinfection, réseau d'eau chaude sanitaire. 
 
The processes of differentiation and resistance of cysts to disinfection treatments in the free-living 
amoeba Vermamoeba vermiformis 
 
 Vermamoeba vermiformis is a free-living amoeba (FLA) widespread in the environment and 
artificial environments such as hot water networks. It is now well established that it acts as a reservoir 
for many pathogenic bacteria, such as Legionella pneumophila. The control of V. vermiformis in artificial 
environments represents an important health issue. FLA can turn from a metabolic active form 
(trophozoite) to a resistance form, called cyst, when conditions are unfavorable. Cysts are more resistant 
to treatments. Despite the high prevalence of V. vermiformis in hot water networks, the processes of 
differentiation and the resistance of cysts to disinfection treatments have been poorly studied. Therefore 
we investigated morphological and ultrastructural changes occurring during encystment and excystment 
of V. vermiformis. It appears that encystment is a fast process (9 h) which leads to the formation of cysts 
surrounded by a double-layered wall. During excystment, trophozoites do not emerge through an ostiole 
as is the case with Acanthamoeba. Then, we studied the effect of environmental conditions and cell 
concentration on encystment. We observed that the higher cell concentration was, the faster the 
encystment was, which suggests the existence of intercellular communication. Finally, we studied the 
resistance of cysts to conventional disinfection treatments used in hot water networks and to innovative 
treatment with proteases. These treatments were effective, in vitro, to inactivate V. vermiformis cysts. 
This work provides new finding regarding differentiation processes and cysts resistance of 
V. vermiformis, a free-living amoeba poorly studied. 
Keywords: Vermamoeba vermiformis, free-living amoeba, encystment, excystment, electron microscopy, 
intercellular communication, disinfection treatment, hot water network. 
 
